
 

 

 

การปรับสภาพเบื �องต้นไม้ยูคาลิปตัสโดยใช้ราเน่าขาวสายพันธ์ุเขตร้อน 
เพื$อผลิตเยื$อแบบคราฟต์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นางสาววริษฐา  ศรีแพทย์ 
 

 

 

 

 

 

 

 

วิทยานิพนธ์นี �เป็นส่วนหนึ$งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑติ 
สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ   

คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา  2556 

ลิขสิทธิ9ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 

บทคดัยอ่และแฟ้มข้อมลูฉบบัเตม็ของวิทยานิพนธ์ตัง้แตปี่การศกึษา 2554 ท่ีให้บริการในคลงัปัญญาจฬุาฯ (CUIR)  

เป็นแฟ้มข้อมลูของนิสติเจ้าของวิทยานิพนธ์ท่ีสง่ผา่นทางบณัฑิตวิทยาลยั  

The abstract and full text of theses from the academic year 2011 in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the thesis authors' files submitted through the Graduate School. 



 

 

 

PRETREATMENT OF EUCALYPTUS WOOD USING TROPICAL STRAINS              

OF WHITE ROT FUNGI FOR KRAFT PULPING 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Miss Varidtha  Sripat  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Biotechnology 

Faculty of Science 

Chulalongkorn University 

Academic Year 2013 

Copyright of Chulalongkorn University 



 

 

หวัข้อวิทยานิพนธ์ การปรับสภาพเบื �องต้นไม้ยคูาลิปตสัโดยใช้ 
 ราเนา่ขาวสายพนัธุ์เขตร้อนเพื&อผลิตเยื&อแบบคราฟต์  
โดย                                                         นางสาววริษฐา ศรีแพทย์   
สาขาวิชา                                                 เทคโนโลยีชีวภาพ  
อาจารย์ที&ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั       ผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร. สีหนาท  ประสงค์สขุ 
อาจารย์ที&ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม         อาจารย์ ดร. กนุทินี  สวุรรณกิจ 
  

 คณะวิทยาศาสตร์  จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  อนมุตัใิห้นบัวิทยานิพนธ์ฉบบันี �เป็นส่วนหนึ&ง
ของการศกึษาตามหลกัสตูรปริญญามหาบณัฑิต 

 คณบดีคณะวิทยาศาสตร์ 
(ศาสตราจารย์ ดร.สพุจน์  หารหนองบวั) 

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 

 ประธานกรรมการ 
(ผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร.ตอ่ศกัดิ: สีลานนัท์)  

 อาจารย์ที&ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั 
(ผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร. สีหนาท  ประสงค์สขุ) 

 อาจารย์ที&ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม 
(อาจารย์ ดร. กนุทินี  สวุรรณกิจ) 

 กรรมการ 
(ผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร. กนกทิพย์  ภกัดีบํารุง) 

 กรรมการภายนอกมหาวิทยาลยั 
(อาจารย์ ดร. นชุจรินทร์  เหลืองสะอาด) 



ง 
 

วริษฐา ศรีแพทย์ : การปรับสภาพเบื �องต้นไม้ยคูาลิปตสัโดยใช้ราเนา่ขาวสายพนัธุ์เขตร้อนเพื+อ
ผลิตเยื+อแบบคราฟต์ (PRETREATMENT OF EUCALYPTUS WOOD USING TROPICAL 
STRAINS OF WHITE ROT FUNGI FOR KRAFT PULPING) อ.ที+ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั :  
ผศ. ดร. สีหนาท  ประสงค์สขุ, อ.ที+ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม : ดร. กนุทินี สวุรรณกิจ, 96 หน้า. 

 
จากการศกึษาและคดัเลือกราเน่าขาวจากประเทศไทยที+มีประสิทธิภาพในการปรับสภาพไม้ยคูา

ลิปตสัเพื+อผลิตเยื+อแบบคราฟต์ สามารถเลี �ยงราจากปฏิบตัิการวิจยัการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืชได้ 14 
ไอโซเลต และเมื+อนํามาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ที+เหมาะสมบนอาหารแข็งพบว่าราที+
สร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลตกิได้ดี และผลิตเซลลเูลสน้อย ได้แก่ SK7, CUT3 และ KK16 จากนั �นเมื+อนําราทั �ง
สามไอโซเลตมาทดสอบประสิทธิภาพในการปรับสภาพไม้ยคูาลิปตสั พบว่าราที+ลดลิกนินภายในไม้ได้สงู
ที+สดุ ได้แก่ SK7 CUT3 และ KK16 โดยลดลง 19.23%, 18.49% และ 15.45% ตามลําดบั เมื+อเทียบกบั
ไม้ที+ไม่ปรับสภาพ ที+ระยะเวลาการบ่ม 15 วนั และเมื+อตรวจสอบการสร้างเอนไซม์เชิงปริมาณ พบว่ารา 
SK7 มีการสร้างแลคเคสสงูที+สดุ ที+ 0.1532 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ตลอดจนมีแอกติวิตีของแมงกานีสเปอร์ออก
ซิเดส และลิกนินเปอร์ออกซิเดสระหวา่งการปรับสภาพไม้ จากข้อมลูดงักล่าวจึงนํา SK7 มาใช้ในการผลิต
เยื+อแบบชีวภาพร่วมกบัวิธีการคราฟต์ โดยใช้ความเข้มข้นดา่งที+เหมาะสมที+ 25% และซลัฟิดิตีที+ 25% ซึ+ง
จากการแปรผันระยะเวลาบ่มกับปริมาณเชื �อในการปรับสภาพ พบว่าค่าดชันีความต้านทานต่อแรงดึง 
(tensile index) และคา่ปริมาณดา่งที+เหลือ (residual alkali) มีแนวโน้มสงูขึ �นเมื+อเพิ+มระยะเวลาบม่และ
ปริมาณเชื �อ ซึ+งเมื+อใช้สมการรีเกรสชันศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยที+แปรผันดังกล่าวที+มีต่อค่า
ตอบสนองที+ศึกษาพบว่า ที+ระยะเวลาบ่ม 25 วนั ปริมาณเชื �อ 100 มิลลิกรัมแห้ง สามารถเพิ+มค่าดชันี
ความต้านทานตอ่แรงดงึได้สงูสดุ 5.00% และทําให้คา่ปริมาณดา่งที+เหลือเพิ+มขึ �นสงูสดุคิดเป็น 23.47% 
เมื+อเทียบกบัชดุควบคมุที+ไมป่รับสภาพ นอกจากนี �ยงัพบว่าการลดขนาดชิ �นไม้ในการปรับสภาพช่วยให้คา่
ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึเพิ+มขึ �นมากกว่าการปรับสภาพในไม้ขนาดปกติ 2.01 เท่า ในขณะที+ใช้ความ
เข้มข้นสารเคมีในการต้มน้อยลง จึงประหยัดการใช้สารเคมีและพลังงานในการต้มมากขึ �น และพบว่า
ประสิทธิภาพในการปรับสภาพชิ �นไม้ของราที+คัดเลือกกับราสายพันธ์ อ้างอิง (Phanerochaete 

chrysosporium) ใกล้เคียงกนัทั �งการพฒันาสมบตัคิวามแข็งแรงของกระดาษและปริมาณดา่งที+เหลือ  
สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ ลายมือชื+อนิสิต  
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Screening of tropical white rot fungi from Thailand for biopretreatment of Eucalyptus 

wood was investigated. Fourteen isolates of white rot fungi were cultivated and their ligninolytic 

and cellulase production were tested using plate screening assay with solid lignin/cellulose 

modified basal media. Of these, 3 isolates (SK7, CUT3 and KK16) exhibited high ligninase and 

low cellulase production which are suitable for pretreatment in the next step. The highest lignin 

loss was found in SK7, CUT3 and KK16 at 19.59%, 18.49% and 15.45%, respectively, when 

three isolates were used to treat Eucalyptus wood chip for 15 days. In quantitative assayed for 

ligninolytic enzyme, SK7 showed the highest laccase at values 0.1532 Unit/ml. And also 

produced manganese peroxidase and ligninperoxidase in testing. For the optimal condition for 

wood chip pretreatment by selected white rot fungus (SK7) with kraft pulping at 25% effective 

alkaline and 25% sulfidity, The addition of inoculation size and incubation time trended to 

increase the tensile index and residual alkali. In addition, using of regression equation to predict 

the relationship between factors and responses values exhibited the highest percentage of 

tensile index and residual alkaline at 5% and 23.47%, respectively, after incubation for 25 days 

with 100 mg dry weight of inoculation size. Decreasing the size of wood chip further improved 

the tensile index with 2.01 folds compared to the original size after pretreatment and also 

reduced the alkali consumption. This could lead to chemicals and energy saving in pulping 

process. In addition, the efficiency of wood chip pretreatment from selected fungus was similar 

to the reference strain (P. chrysosporium) in case of strength properties and residual alkaline. 
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 บทที� 1 

บทนํา 

ราเน่าขาว (White rot fungi) เป็นราที�เจริญอยู่บนเนื #อไม้และใช้สารประกอบในไม้เป็นแหล่ง

อาหาร ส่วนใหญ่เป็นสมาชิกในคลาสเบสิดิโอมยัซิทิส (Basidiomycetes) เมื�อรากลุ่มนี #เจริญบนเนื #อไม้

จะทําให้เกิดการผุพงั เนื�องจากรามีการสร้างเอนไซม์ไปเปลี�ยนแปลงองค์ประกอบของเนื #อไม้ (Akhtar 

และคณะ, 1998) ซึ�งได้แก่ เซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน โดยในสว่นของความสามารถในการสร้าง

เอนไซม์เปลี�ยนแปลงโครงสร้างลิกนิน มีการศึกษาอย่างกว้างขวาง เอนไซม์ที�มีความสามารถในการ

เปลี�ยนแปลงโครงสร้างลิกนิน ที�สําคญัได้แก่ ลิกนินเปอร์ออกซิเดส แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส และแลค

เคส (Singh และคณะ, 2010) ซึ�งเอนไซม์ทั #งสามชนิดมีปฏิกริยาในการเข้าเปลี�ยนแปลงโครงสร้างของ

ลิกนินในเชิงรายละเอียดและเมดิเอเตอร์ที�แตกต่างกัน จากการศึกษาที�ผ่านมาพบว่า ราเน่าขาวแต่ละ

ชนิดมีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ได้ต่างกันทั #งในแง่ของชนิดและปริมาณ ที�นิยมศึกษาและให้

ประสิทธิภาพที�ดี ได้แก่ Phanerochaete chrysosporium, Ganoderma lucidum, Ceriporiopsis 

subvermispora, Coriolus versicolor  เป็นต้น โดยมีการนําความสามารถของราเน่าขาวที�ผลิต

เอนไซม์กลุ่มนี #ไปประยุกต์ใช้อย่างแพร่หลาย เช่น การนําไปกําจดัลิกนินในเนื #อไม้เพื�อนําไปผลิตเอทา

นอล    (Akin และคณะ, 1995; Vares และคณะ, 1995) การใช้ในการลดสีในนํ #าทิ #งจากโรงงาน

อตุสาหกรรม (Prasongsuk และคณะ, 2009) รวมถึงการนําไปประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมการผลิตและ

ฟอกเยื�อกระดาษ การศกึษาถึงการผลิตเยื�อกระดาษแบบชีวภาพโดยใช้ราเน่าขาวได้มีการพฒันาอย่าง

ต่อเนื�อง ทั #งในแง่ของการค้นหาราสายพันธุ์ ที� มีประสิทธิภาพสูง และในแง่ของการค้นหาภาวะที�

เหมาะสมของกระบวนการ เพื�อให้ได้การผลิตที�มีการใช้สารเคมีและพลงังานไฟฟ้าน้อยลง และมีการ

พฒันาคุณภาพกระดาษให้สูงขึ #น โดยมักใช้การผลิตเยื�อแบบชีวภาพร่วมกับการผลิตเยื�อทางกล หรือ

ร่วมกบัการผลิตเยื�อเคมี หรือร่วมกบัทั #งสองวิธีการ (Masarin และคณะ, 2009; Singh และคณะ, 2010) 

ในการผลิตเยื�อกระดาษขั #นตอนการผลิตเยื�อเป็นขั #นที�ชิ #นไม้เกิดการแยกของเส้นใยออกจากกนัและมีการ

กําจดัสารที�เป็นองค์ประกอบในเนื #อไม้บางชนิด โดยวิธีการผลิตเยื�อแต่ละวิธีจะให้สมบตัิของเยื�อที�ได้

แตกตา่งกนัออกไป ในกรณีของเยื�อที�ผลิตโดยวิธีการทางเคมี เยื�อที�ได้จะมีการแยกของเส้นใยที�สมบรูณ์ 

และมีความขาวสว่างที�ดีเนื�องจากมีการกําจัดลิกนินออกไปบางส่วน เมื�อนํามาผลิตกระดาษจะได้
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กระดาษที�มีคา่ความแข็งแรงสงู และสามารถนําไปใช้ในงานได้หลายประเภท วิธีการผลิตเยื�อเคมีจึงถูก

นํามาใช้ในการค้าอยา่งมาก   โดยเฉพาะการผลิตเยื�อแบบคราฟต์ ซึ�งใช้โซเดียมซลัไฟด์และโซเดียมไฮดร

อกไซด์ ในการต้มเพื�อผลิตเยื�อ การผลิตวิธีนี #จะมีกลุ่มไฮโดรซัลไฟด์ซึ�งมีความสามารถในการให้

อิเล็กตรอนที�ดีในปฏิกริยาการเปลี�ยนโครงสร้างลิกนิน จะได้กระดาษที�มีเส้นใยยาว มีความแข็งแรงไม่

เปราะ จงึถกูนํามาใช้มากที�สดุในปัจจบุนั และในกรณีกระดาษที�ต้องการคา่ความขาวสว่างมาก จะผ่าน

กระบวนการฟอกด้วยสารเคมีอีกขั #นตอนหนึ�ง ดงันั #นในการผลิตเยื�อกระดาษและกระดาษในปัจจบุนั จึง

ทําให้เกิดสารเคมีเป็นของเสียปริมาณมากซึ�งเป็นปัญหาต่อสิ�งแวดล้อม ในขณะที�ความต้องการใช้

กระดาษของประเทศที�เพิ�มสงูขึ #นเป็นปัจจยัผลกัดนัให้อตุสาหกรรมการผลิตเยื�อกระดาษและกระดาษมี

การขยายตวัอยา่งตอ่เนื�อง (ศนูย์วิจยักสิกรไทย, 2009) การพฒันากระบวนการผลิตเพื�อให้เกิดของเสียที�

เป็นสารเคมีน้อยลงจงึเป็นสิ�งที�จําเป็น ผู้ วิจยัจงึสนใจใช้กระบวนการทางชีวภาพโดยนําราเน่าขาวมาช่วย

ในการผลิต กระบวนการนี #มีข้อดีหลายประการคือ เป็นวิธีที�เป็นมิตรกับสิ�งแวดล้อม เนื�องจากช่วยลด

ปริมาณการใช้สารเคมีและของเสียเป็นพิษ (Ferraz และคณะ, 2007) เป็นวิธีที�ช่วยประหยดัพลงังานที�

ใช้ (Akhtar และคณะ, 1998, 2000; Maijala และคณะ, 2008) และยงัช่วยพฒันาคณุภาพของกระดาษ

ที�ได้ (Akhtar และคณะ, 1998) โดยในงานวิจยัจะทําการคดัเลือกราด้วยวิธีการ plate screening 

method การตรวจสอบแอกตวิิตีของเอนไซม์จากราระหว่างการปรับสภาพไม้ตลอดจนองค์ประกอบของ

ไม้หลงัการปรับสภาพ หาภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพด้วยราที�คดัเลือกได้ร่วมกับวิธีการคราฟต์

โดยตรวจสอบจากสมบตักิระดาษที�ได้และปริมาณดา่งที�เหลือหลงัการต้มเยื�อ เปรียบเทียบประสิทธิภาพ

กบัการผลิตเยื�อคราฟต์แบบปกติ และเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการปรับสภาพกบัราสายพนัธุ์อ้างอิง 

เพื�อใช้เป็นแนวทางในการพฒันาการผลิตเยื�อกระดาษที�มีการใช้สารเคมีน้อยลงในระดบัอุตสาหกรรม

ตอ่ไป 
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  

1. เพื�อคดัเลือกราเนา่ขาวที�มีประสิทธิภาพในการปรับสภาพไม้ยคูาลิปตสัและหาภาวะที�

เหมาะสมในการปรับสภาพไม้ร่วมกบัการผลิตเยื�อแบบคราฟต์ 

2. เพื�อเปรียบเทียบสมบตัขิองเยื�อและกระดาษจากการผลิตด้วยวิธีชีวภาพและเคมี  

 

ขอบเขตงานวิจัย 

1. ศกึษาการเจริญของราเน่าขาวสายพนัธุ์ตา่งๆ 
2. ศกึษาการสร้างเอนไซม์ของราและคดัเลือกราที�มีการสร้างเอนไซม์ที�เหมาะสมด้วยวิธีการ 

plate screening method 
3. ศกึษาการสร้างเอนไซม์ของราระหวา่งการปรับสภาพไม้ 
4. ศกึษาการเปลี�ยนแปลงองค์ประกอบภายในไม้ระหว่างการปรับสภาพด้วยรา 
5. คดัเลือกราที�มีความเหมาะสมในการปรับสภาพชิ #นไม้  
6. ศกึษาภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพชิ #นไม้ด้วยราที�คดัเลือกได้ร่วมกบัการผลิตเยื�อ

กระดาษแบบคราฟต์ 
 

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

สามารถคดัเลือกราที�มีประสิทธิภาพและทราบภาวะการผลิตที�เหมาะสมในการปรับสภาพไม้ 

ยคูาลิปตสัเพื�อใช้ร่วมกบัการผลิตเยื�อกระดาษแบบคราฟต์  

 

 

 

 

 



4 

 

บทที� 2 

เอกสารและงานวิจัยที�เกี�ยวข้อง 

 

2.1 ราเน่าขาว (white rot fungi) 

เป็นราที�เจริญอยูบ่นเนื #อไม้และใช้สารประกอบในไม้เป็นแหล่งอาหาร เมื�อเจริญบนไม้จะทําให้

ไ ม้ เ ป็นสีขาวเ นื� องจากมีการสร้างรากลุ่ม นี #ส่วนใหญ่เ ป็นสมาชิกในคลาสเบสิดิ โอมัยซิทิส 

(Basidiomycetes) เมื�อรากลุม่นี #เข้าสูเ่นื #อไม้จะทําให้เกิดการผพุงั เนื�องจากราสามารถสร้างเอนไซม์ที�ไป

เปลี�ยนแปลงองค์ประกอบของเนื #อไม้ (Akhtar และคณะ, 1998) ซึ�งได้แก่ เซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และ

ลิกนิน โดยเฉพาะอย่างยิ�งเอนไซม์ที�เปลี�ยนแปลงโครงสร้างลิกนิน (lignin modifying enzyme) มี

การศึกษาอย่างกว้างขวางถึงประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ของราเน่าขาวชนิดต่างๆ เอนไซม์ที�

เปลี�ยนโครงสร้างลิกนินที�สําคญั ได้แก่ ลิกนินเปอร์ออกซิเดส แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส และแลคเคส 

โดยการสร้างเอนไซม์ของราเน่าขาวมีความแตกต่างกันทั #งในแง่ของชนิดและปริมาณ ตลอดจนมี

ประสิทธิภาพในการย่อยสลายลิกนินในไม้แตล่ะชนิดได้ตา่งกนั  เช่น Phanerochaete chrysosporium 

BKM พบว่าสามารถย่อยสลายลิกนินในไม้เนื #อแข็งได้ดีกว่าไม้เนื #ออ่อน โดยสามารถลดลิกนินในไม้             

แอสเพน (aspen) และ เบิร์ช (birch)ได้ถึง 71% และ 80% ตามลําดับ (Blanctte และ                                 

คณะ, 1988, 1992) ชนิดของราเน่าขาวที�นิยมศึกษาและให้ประสิทธิภาพที�ดี ได้แก่ Phanerochaete 

chrysosporium, Ganoderma lucidum และ Ceriporiopsis subvermispora, Coriolus versicolor 

เป็นต้น (Singh และคณะ, 2010; Guerra, Mendonca, และ Ferraz, 2005) 

2.1.1 เอนไซม์สําคญัที�ได้จากราเนา่ขาว 

ราเนา่ขาวสามารถผลิตเอนไซม์ที�สําคญัได้แก่ ลิกนินเปอร์ออกซิเดส แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส 

และแลคเคส (Singh และคณะ, 2010) โดยเอนไซม์แตล่ะชนิดมีโคเอนไซม์ที�จําเป็น ตวักลางในปฏิกริยา 

และการเปลี�ยนแปลงที�เกิดระหว่างการย่อยสลายลิกนินและสารประกอบอะโรมาติกที�แตกต่างกัน 
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(Akhtar, Blanchette และ Kirk, 1997; Thongkred และคณะ, 2011; Urrea และ Reddy, 2012) โดยมี

รายละเอียดดงันี #  

2.1.1.1 แลคเคส (Laccase; Lac)  

เป็นเอนไซม์ในกลุม่ออกซิโดรีดกัเทส (Lac, E.C.1.10.3.2) เอนไซม์มีคอปเปอร์ 4 อะตอม

เป็นองค์ประกอบ เมื�อแลคเคสถกูออกซิไดซ์ด้วยออกซิเจน (O2) และสามารถไปออกซิไดซ์

สารประกอบอะโรมาตกิได้ตอ่ไป โดยอาจใช้เมดเิอเตอร์ร่วมในปฏิกริยาด้วย (Thongkred และคณะ, 

2011; Urrea และ Reddy, 2012)  

2.1.1.2 ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (Ligninperoxidase; LiP)  

เป็นเอนไซม์ในกลุ่มออกซิโดรีดกัเทส (Lip, E.C 1.11.1.14) ที�มีเฟอร์ริก เป็นองค์ประกอบ 

โดยเมื�อลิกนินเปอร์ออกซิเดสถูกออกซิไดซ์ด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) และเมื�อมี veratryl 

alcohol จะสามารถไปออกซิไดซ์สารประกอบฟีนอลิกและสารประกอบอะโรมาติกกลุ่มอื�นได้ (Tuor และ

คณะ, 1995)  

2.1.1.3 แมงกานีสปอร์ออกซิเดส (Manganese peroxidase; MnP) 

เป็นเอนไซม์ในกลุ่มออกซิโดรีดกัเทส (MnP, E.C. 1.11.1.13) ที�มีเฟอริก ฮีม (ferric heme) 

เป็นองค์ประกอบ โดยเมื�อแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสถกูออกซิไดซ์ด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) จะ

สามารถไปออกซิไดส์ แมงกานีสอิสระ (Mn2+) ให้เปลี�ยนเป็น Mn3+และ Mn3+ จะสามารถไปทําปฏิกริยา

กบัสารที�เป็นกลุ่มอะโรมาติกได้ (Akhtar และคณะ, 1997; Shrestha, 2008; Thongkred และคณะ, 

2011)  

 

2.1.2 การใช้ประโยชน์จากราเนา่ขาว 

มีการนําราเนา่ขาวมาใช้ประโยชน์ในหลายวตัถปุระสงค์ วตัถปุระสงค์หลกัที�มีผู้ ให้ความสนใจ 

ได้แก่ การใช้ประโยชน์เพื�อการบําบดั (bioremediation) เช่น การใช้ราเน่าขาวย่อยสลายของเสียกลุ่มที�
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เป็นสารเคมีอินทรีย์ (xenobiotics) ได้แก่ การย่อยสลายสาร chloro-organic pollutants (Urrea และ 

Reddy, 2012) การย่อยสลาย polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) (Field และคณะ, 1992; 

Thongkred และคณะ, 2011) การลดสีในนํ #าทิ #งจากโรงงานอุตสาหกรรม (Prasongsuk และคณะ, 

2009) และการยอ่ยสารตกค้างจากยากําจดัวชัพืช (Fragoeiro, 2005) เป็นต้น  

วตัถปุระสงค์ที�สําคญัอีกประการคือการใช้ประโยชน์ทางอตุสาหกรรม ที�นิยมได้แก่ การนําไป

ปรับสภาพวสัดลุิกโนเซลลโูลสเพื�อนําไปผลิตเอทานอล (Akin และคณะ, 1995; Vares และคณะ, 1995) 

รวมถึงการนําไปประยุกต์ใช้ในอตุสาหกรรมการผลิตและฟอกเยื�อกระดาษ โดยใช้ราเน่าขาวปรับสภาพ

วสัดกุ่อนเข้าสูก่ระบวนการผลิตเยื�อ หรือใช้เอนไซม์จากราเนา่ขาวในการฟอกให้มีความขาวสว่างมากขึ #น 

(Masarin และคณะ, 2009; Singh และคณะ, 2010)  

2.2 การปรับสภาพ (pretreatment) 

การปรับสภาพคือขั #นตอนที�ใช้ในการกําจัดลิกนินลดโครงสร้างผลึกของเซลลูโลสและเพิ�ม

ความพรุนให้แก่วสัด ุ(Kumar, 2009) โดยสามารถแบง่ได้เป็นวิธีการหลกั ได้แก่  

2.2.1 การปรับสภาพด้วยวิธีทางกายภาพ เป็นวิธีการที�ใช้แรงกล เช่นการบด สบั เพื�อลดความ

เป็นโครงผลกึของเซลลโูลส รวมถึงการใช้รังสี และการใช้ไอนํ #าที�อณุหภมูิสงู 

2.2.2 การปรับสภาพด้วยวิธีการทางเคมี เป็นการใช้สารเคมีเพื�อให้เกิดการกําจัดลิกนิน  

โดยสารที�เคมีที�ใช้ แบ่งเป็น 1. สารกลุ่มกรด (acid hydrolysis) ได้แก่ กรดไฮโดรคลอริกและกรด

ซลัฟิวริก เป็นต้น  โดยในอตุสาหกรรมนิยมใช้ในความเข้มข้นตํ�าเนื�องจากความเหมาะสมด้านเงินทนุใน

การสร้างถงัปฏิกรณ์และความเป็นพิษของสารเคมี 2. สารกลุม่ดา่ง (alkaline hydrolysis) จะใช้สารกลุ่ม

ดา่งเช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ และแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ เป็นต้น มาทํา

ปฏิกิริยากบัวสัดทีุ�อณุหภูมิและความดนัตํ�า และ 3. สารกลุ่มตวัทําละลายอินทรีย์ เช่น เมทานอล เอทา

นอล และอะซิโตน เป็นต้น โดยใช้ร่วมกับกรดในการทําปฏิกิริยาสลายพันธะของลิกนินในวัสด ุ

(Shrestha, 2008) 
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2.2.3 การปรับสภาพด้วยวิธีทางชีววิทยา เป็นการปรับสภาพที�ใช้จลุินทรีย์ที�มีความสามารถใน

การสลายพนัธะของโครงสร้างในวสัด ุเป็นวิธีที�ใช้ต้นทนุเครื�องมือและพลงังานในการผลิตตํ�า ในการปรับ

สภาพด้วยวิธีทางชีววิทยา จะใช้เอนไซม์จากราบางกลุ่ม ได้แก่ ราเน่าขาว (white rot fungi) ราเน่า

นํ #าตาล (brown rot fungi) เป็นต้น โดยเชื #อราแต่ละกลุ่มจะมีความสามารถในการย่อยสลาย

องค์ประกอบในวสัดลุิกโนเซลลูโลสได้แตกต่างกัน รากลุ่มที�สามารถย่อยสลายลิกนินในวสัดแุละนิยม

นํามาใช้ในการปรับสภาพ ได้แก่ราเน่าขาว (Shrestha, 2008; Tuor, Winterhalter และ Fiechter, 

1995) 

 

2.3 การปรับสภาพด้วยราเนา่ขาวกบัอตุสาหกรรมกระดาษ 

อุตสาหกรรมเยื�อและกระดาษมีความสําคญัต่อการขยายตวัทางเศรษฐกิจและสังคมของ

ประเทศ โดยประเทศมีแนวโน้มความต้องการใช้กระดาษเพิ�มสูงขึ #นเป็นปัจจยัผลกัดนัให้อุตสาหกรรม

การผลิตเยื�อกระดาษและกระดาษมีการขยายตวัอย่างต่อเนื�อง (ศนูย์วิจยักสิกรไทย, 2009) การวิจยัที�

เกี�ยวข้องกับการผลิตเยื�อและกระดาษจึงมีการพฒันาอย่างต่อเนื�อง เพื�อลดต้นทุนและพลงังานในการ

ผลิต ลดการใช้สารเคมี ตลอดจนเพื�อปรับปรุงคณุภาพของกระดาษให้เหมาะสมกบัวตัถปุระสงค์การใช้

งาน  

การนําราเนา่ขาวมาใช้ในการปรับสภาพวสัดกุ่อนกระบวนการผลิตเยื�อจึงเป็นทางเลือกหนึ�งที�

ถกูนํามาใช้โดยเรียกวิธีการนี #ว่าการผลิตเยื�อด้วยวิธีทางชีวภาพ (biological pulping, biopulping) 

(Akhtar, 1997) 

 

2.4 กระบวนการผลิตเยื�อ (pulping process)  

การผลิตเยื�อเป็นขั #นตอนในการแยกเส้นใยให้เป็นเส้นใยเดี�ยว โดยการใช้แรงกล การกําจัด

ลิกนินหรือใช้ความร้อนในการทําให้ลิกนินออ่นตวั เพื�อให้เส้นใยแยกจากกนัได้ การผลิตเยื�อแบง่ได้เป็น 3 

กระบวนการ  
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2.4.1 การผลิตเยื�อเชิงกล (mechanical process) 

เป็นการผลิตเยื�อที�ใช้แรงในการบด (grinding) เพื�อกระจายเส้นใยออกจากกนัโดยใช้ลกูโม่หิน

และเครื� องบด มีการพัฒนาโดยนํามาใช้ ร่วมกับสารเคมีเ รียกว่า กระบวนการเคมิ เมแคนิคัล 

(Chemimechanical process-CMP) รวมถึงการให้ความร้อนช่วย เรียกว่า กระบวนการเทอร์โมเมแคนิ

คลั (Thermomechanical process-TMP) ซึ�งให้เยื�อที�มีสมบตัิดีขึ #นกว่าการใช้วิธีกลเพียงอย่างเดียว การ

ผลิตเยื�อเชิงกลให้ผลผลิตเยื�อสงูถึงร้อยละ 85 ขึ #นไป เยื�อมีปริมาณลิกนินเหลืออยู่มาก ขนาดเส้นใยสั #น มี

สมบตัิด้านความเหนียวตํ�า และยังไม่เกิดการแยกเป็นเส้นใยเดี�ยวโดยสมบูรณ์ ส่วนใหญ่นํามาผลิต

กระดาษหนงัสือพิมพ์ เนื�องจากมีความทึบแสงสงู และมีข้อจํากดัของสมบตัิด้านความแข็งแรง และการ

เหลืองของกระดาษเมื�ออายกุารใช้งานเพิ�มขึ #น 

2.4.2 การผลิตเยื�อเชิงเคมี (chemical pulping) 

เป็นการผลิตเยื�อที�ใช้สารเคมีทําปฏิกริยากบัลิกนินที�ยึดระหว่างเส้นใย เพื�อให้เกิดการแยกเส้น

ใยจากกนั โดยใช้ความร้อนสงูในการต้มวตัถดุิบกบัสารเคมีในหม้อต้มเยื�อ (digester) เยื�อที�ได้มีผลผลิต

ตํ�ากว่าเยื�อเชิงกล โดยอยู่ที�ประมาณ 40-50% ของนํ #าหนกัแห้งของวตัถุดิบก่อนต้มเยื�อ เยื�อมีการแยก

ออกเป็นเส้นใยเดี�ยวได้ค่อนข้างสมบูรณ์ลิกนินเหลือน้อย เยื�อมีความแข็งแรงและเหนียว นิยมใช้ใน

อตุสาหกรรมผลิตกระดาษคณุภาพดีอยา่งกว้างขวาง โดยแบง่ตามสารเคมีที�ใช้ ได้เป็น 2 วิธีการหลกั คือ 

(Casey, 1980; Akhtar, 1997)  

 

2.4.2.1 กระบวนการที�ใช้ดา่ง (alkaline process)  

เป็นวิธีการที�ใช้สารเคมีกลุม่ดา่งในการทําปฏิกริยา ประกอบด้วย 

2.4.2.1.1 กระบวนการโซดา (soda pulping)   

เป็นกระบวนการที�ใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เป็นสารเคมีในการต้มเยื�อ แตก่ารใช้

โซเดียมไฮดรอกไซด์เพียงอยา่งเดียวมีข้อจํากดัคือ เส้นใยจะถกูทําลายมาก 
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2.4.2.1.2 กระบวนการซลัเฟตหรือคราฟต์ (sulphate or kraft process) 

เป็นกระบวนการที�พัฒนามาจากกระบวนการโซดา โดยใช้โซเดียมซัลไฟด์ (Na2S) 

ร่วมกบัโซเดียมไฮดรอกไซด์ในการต้มวตัถดุิบ เส้นใยที�ได้มีการแยกจากกนัได้ดี เยื�อมีความแข็งแรงมาก 

นํามาผลิตกระดาษได้หลากหลายเนื #องาน โดยเฉพาะกระดาษที�มีความเหนียวและความแข็งแรงสงู เยื�อ

ผ่านการฟอกสามารถนํามาผลิตกระดาษพิมพ์เขียนให้กระดาษที�มีคณุภาพสงู (Casey, 1980) ปัจจบุนั

อตุสาหกรรมนิยมผลิตเยื�อด้วยกระบวนการคราฟต์เนื�องจากให้เยื�อที�มีความแข็งแรงสูง สามารถนําไป

ฟอกและผลิตกระดาษได้หลายความต้องการ และมีต้นทุนการผลิตตํ�าเมื�อใช้การนําสารเคมีกลบัไปใช้

ใหมใ่นระบบ (Emerson process management, 2012) 

2.4.2.2 กระบวนการที�ใช้กรด (acid process) สารเคมีที�ใช้ในระบบได้แก่ กรดซลัฟิวรัส 

(H2SO3) และไบซลัไฟด์ ไอออน (HSO3) 

 

2.5 วตัถดุบิที�นํามาใช้ผลิตเยื�อและกระดาษ (Casey, 1980; ฐิตารินีย์ สโุรพนัธ์, 2552)  

วตัถุดิบหลกัที�นํามาใช้ผลิตเยื�อและกระดาษ คือ เส้นใย ที�ได้จากส่วนต่างๆของพืช สามารถ

แบง่ออกได้เป็น 2 ประเภทหลกั ได้แก่ เส้นใยจากพืชที�ไมมี่เนื #อไม้ (non woody fiber) และเส้นใยจากพืช

ที�มีเนื #อไม้ (wood fiber)  

2.5.1 เส้นใยจากพืชที�มีเนื #อไม้  

พืชที�มีเนื #อไม้สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท ตามหลกัเกณฑ์ทางพฤกษศาสตร์ ซึ�งพิจารณา

จากลกัษณะของเส้นใยในเนื #อไม้ ได้แก่ 

2.5.1.1 ไม้เนื #อแข็ง (hard wood)  

เป็นไม้ที�มีลักษณะใบกว้าง (board leaved) ส่วนใหญ่เป็นพืชในตระกูลไม้ผลัดใบ 

(deciduous) เช่น ยูคาลิปตสั (eucalyptus) โอ๊ค (oak) และ แอสเพน (aspen) เป็นต้น เส้นใยมีความ

ยาวเส้นใยราประมาณ 1-2 มิลลิเมตร ความกว้างเส้นใยประมาณ 19-22 ไมครอน มีความหนาผนงั

เซลล์ประมาณ 3-5 ไมครอน สามารถนํามาผลิตได้เยื�อใยสั #น 
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2.5.1.2 ไม้เนื #อออ่น (softwood) 

เป็นไม้ที�มีลกัษณะใบแคบ ใบรูปเข็ม ไม่ผลดัใบ ส่วนใหญ่เป็นไม้ตระกลูสน เช่นสนสองใบ 

สนสปรูซ (spruce) เส้นใยมีลกัษณะยาวประมาณ 3-5 มิลลิเมตร กว้าง 36-43 ไมครอน และมีความ

หนาของผนงัเซลล์ของเส้นใย 5-11 ไมครอน เมื�อนํามาผลิตเส้นใยจะได้เยื�อใยยาว 

2.5.2 เส้นใยจากพืชที�ไมมี่เนื #อไม้  

เส้นใยจากพืชที�ไม่มีเนื #อไม้ได้ถกูนํามาใช้ตั #งแต่ยคุแรกของการทํากระดาษ ซึ�งเป็นเวลาหลาย

ร้อยปีก่อนค้นพบการนําพืชที�มีเนื #อไม้มาใช้ทํากระดาษ พืชและส่วนของพืชกลุ่มนี # ได้แก่ ปอแก้ว 

สบัปะรด ชานอ้อย ฟางข้าว และวชัพืชตา่งๆ เชน่ กกธูปฤาษี หญ้าคา ผกัตบชวา เป็นต้น 

2.5.3 องค์ประกอบของเส้นใย (fiber structure) 

เส้นใยในเนื #อไม้เป็นเซลล์ที�มีลกัษณะ เป็นทรงกระบอก กลวง โดยมีความยาวและความกว้าง 

แตกตา่งกนัตามแตช่นิดของเส้นใยและชนิดของไม้ ช่องว่างตรงกลางเส้นใยเรียก ลเูมน (lumen) พบรูที�

บริเวณผนงัเซลล์เรียงเป็นแนวยาวเรียก พิธ (pit) เส้นใยที�พบในไม้เนื #ออ่อนจะเป็นเซลล์เทรคีดที�วางตวั

ในแนวตั #ง (vertical tracheids) เซลล์อีพิทีเลียม (epithelial cell) หรือเรซินคาแนล (resin canal) และ

เซลล์เรย์ (ray cells) ส่วนเส้นใยที�พบในไมเนื #อแข็ง มีความซบัซ้อนกว่า โดยประกอบด้วย longitudinal 

fibers, vessel elements และ ray cells (Hakala, 2007)  

เส้นใยประกอบด้วยชั #นของผนงัหลกั ได้แก่ ผนงัเซลล์ปฐมภูมิ (primary cell wall) ผนงัเซลล์

ทตุิยภูมิ (secondary cell wall) และมิดเดิลลาเมลลาร์ (middle lamella) ซึ�งอยู่ระหว่างผนงัชั #นปฐมภูมิ

ของเซลล์ที�อยูต่ดิกนั และเนื�องจากมิดเดลิลาเมลลาร์แยกออกจากผนงัเซลล์ปฐมภูมิในแตล่ะด้านได้ยาก

จึงมีคําเรียกว่า compound middle lamella ซึ�งใช้ในการเรียกผนงัทั #งสองชั #นร่วมกนั โดยในผนงัเซลล์

ของเส้นใยแตล่ะชั #นมีรายละเอียด ดงันี # (Gullichsen and Fogelholm, 1999) 

2.5.3.1 มิดเดลิ ลาเมลลา (middle lamella) เป็นชั #นที�อยู่ระหว่างผนงัชั #นปฐมภูมิของเซลล์

ที�อยู่ติดกัน มีความหนาประมาณ 0.2-1.0 ไมครอน ขึ #นกับชนิดและระยะการเจริญ โครงสร้างไม่

สมํ�าเสมอ มีรูคอ่นข้างมาก  



11 

 

2.5.3.2 ผนงัเซลล์ปฐมภูมิ (primary cell wall) เป็นชั #นที�มีลกัษณะคอ่นข้างบาง (0.05-0.1 

ไมครอน) มีการจดัเรียงของ cellulose microfibril ที�เรียงกนัอยา่งไมมี่ทิศทาง  

2.5.3.3 ผนงัเซลล์ทตุิยภูมิ (secondary cell wall) อยู่ถดัจาก primary cell wall เข้ามาใน

เซลล์ มีความหนามากกว่าmiddle lamella และ primary cell wall โดยชั #น secondary cell wall จะถกู

ห่อหุ้มด้วยเฮมิเซลลูโลส และลิกนินเป็นส่วนใหญ่ สามารถแบ่งชั #นนี #ออกได้อีกเป็น 3 ชั #น ตามการ

จดัเรียงตวัของ microfibrils 

2.5.3.3.1 ชั #น S1 (outer secondary wall) อยู่ติดกบั primary cell wall มีความหนา

ใกล้เคียงกนั มีการเรียงตวัของ microfibrils เป็นรูปตวั s หรือบนัไดเวียน ทํามมุกบัแกนยาวของเส้นใย

ประมาณ 60°  

2.5.3.3.2 ชั #น S2 (middle secondary wall) อยู่ถัดเข้ามา เป็นชั #นที�มีความหนามาก

ที�สดุ ประมาณ 10-30 ไมครอน และมีลกัษณะการจดัเรียงตวัของ microfibril แบบบนัไดเวียน หรือรูป

ก้นหอย (helix) มีความชนัมากกวา่ชั #น S1 ทํามมุ 20°แก้ กบัแนวแกนยาวของเส้นใย 

2.5.3.3.3 ชั #น S3 (inner secondary wall) เป็นชั #นที�อยู่ติดกบั lumen มีลกัษณะการ

จดัเรียงตวัของ microfibril คล้ายตวั Z ซึ�งมีความใกล้เคียงกบัแนวตดัขวางมากที�สดุ  

นอกจากนี #ในเซลล์เทรคีด (tracheid) ของสน และเซลล์บางส่วนในไม้เนื #อแข็งยงัพบชั #นที�อยู่

ถดั secondary cell wall เข้าไปด้านในเซลล์ เรียกวอร์ตีเลเยอร์ (warty layer) เป็นชั #นของเยื�อบางๆติด

กบัชั #น S3 นอกจากนี #เส้นใยยงัพบช่องกลวงตรงกลางเซลล์เรียกว่า ลเูมน (lumen) เป็นบริเวณที�เกิดการ

สลายของเซลล์และเยื�อหุ้มเซลล์หลงัการสะสม secondary cell wall  

2.5.4 เคมีของเส้นใย (fiber chemistry) (Casey, 1980; หรรษา ปณุณะพยคัฆ์, 2553) 

เส้นใยมีองค์ประกอบทางเคมี 4 สว่นหลกั ได้แก่ 

 

 



12 

 

2.5.4.1 เซลลโูลส (cellulose) 

เป็นฮอมอพอลิเมอร์ของ ดี-กลูโคส เชื�อมต่อกันด้วยพนัธะ บีต้า 1,4 ไกลโคซิดิก (β 1,4 

glycocidic linkage) โดยมีหน่วยย่อย (monomer) เป็นนํ #าตาลกลูโคส (glucose, C6H12O6) เชื�อมต่อ

เป็นพอลิเมอร์ มีลักษณะเป็นเส้นตรง มีระดบัของการเป็นพอลิเมอร์ (degree of polymerization) 

ประมาณ 10,000 หน่วย ประกอบด้วยส่วนที�เรียงตวัเป็นระเบียบและไม่เป็นระเบียบ ส่วนที�เป็นผลึก 

(crystalinity) มีประมาณ 60-80% มีนํ #าหนกัโมเลกลุสงู  

เซลลูโลสไม่ละลายนํ #าหรือตวัทําละลาย สามารถทําปฏิกิริยาได้ดีกับกรดแก่ ในเส้นใย

ประกอบด้วยเซลลโูลสประมาณ 45% 

2.5.4.2 เฮมิเซลลโูลส (hemicellulose)  

เป็นเฮเทอโรพอลิเมอร์ (heteropolymer) ที�มีหน่วยย่อยเป็นนํ #าตาลคาร์บอน 5 อะตอม 

(pentose, C5) ประกอบด้วย ไซโลส (xylose) อะราบิโนส (arabinose) และ  นํ #าตาลคาร์บอน 6 

อะตอม (hexose, C6) ประกอบด้วย กลโูคส(glucose) แมนโนส (manose) กาแลคโตส (galactose) มี

ระดบัของการเป็นพอลิเมอร์ประมาณ 200 หนว่ย มีนํ #าหนกัโมเลกลุตํ�ากว่าเซลลโูลสโครงสร้างมีลกัษณะ

เป็นกิ�งก้านอยู่ล้อมรอบเซลลโูลสเชื�อมตอ่กบัเซลลโูลสด้วยพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) สามารถ

สลายตวัได้ง่ายเมื�อถกูความร้อน อุ้มนํ #า และพองตวัได้ดี  ในพืชมีหน้าที�ให้ความแข็งแรงกบัเส้นใย เฮมิ

เซลลูโลสในไม้เนื #อแข็งเ ป็นพวกไซแลน (xylan) ส่วนในไม้เ นื #ออ่อนเป็นพวก กลูโคแมนแนน 

(glucomannan) 

 

2.5.4.3 ลิกนิน (lignin) 

ลิกนินเป็นสารประกอบอะโรมาติก (aromatic compound) โดยเป็นพอลิเมอร์ของ 

phenylpropane units ที�มีการเชื�อมตอ่กนัด้วยพนัธะคาร์บอน (carbon bond, C-C) และอีเธอร์ (ether 

bond, C-O-C) ในหลายรูปแบบ เป็นสารประกอบที�มีโครงสร้างขนาดใหญ่และซับซ้อน และเป็น     

อสณัฐาน (amorphous) (รูปที� 2.1) ที�มีโครงสร้างหลกั (building block) 3 ชนิด ได้แก่  paracoumaryl 



 

alcohol หรือเรียกว่า p

และ sinapyl alcohol (syringyl

ส่วนใหญ่ ส่วนลิกนินในไม้เนื #อแข็งจะพบ

โครงสร้างหลกั เป็นสารที�พบมากในชั #น 

p-coumaryl alcohol (p-hydroxyphenyl), coniferyl alcohol 

yringyl) โดยในไม้เนื #ออ่อนจะพบโครงสร้างหลกัที�เป็น 

ส่วนใหญ่ ส่วนลิกนินในไม้เนื #อแข็งจะพบ sinapyl alcohol และ p-coumaryl alcohol

เป็นสารที�พบมากในชั #น middle lamellar  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 2.1 โครงสร้างของลิกนิน (Kirk, 1985)  
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coniferyl alcohol (guaiacyl) 

โดยในไม้เนื #ออ่อนจะพบโครงสร้างหลกัที�เป็น coniferyl alcohol เป็น

coumaryl alcohol (รูปที� 2.2) เป็น
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p-coumaryl alcohol          coniferyl alcohol            sinapyl alcohol  

รูปที� 2.2 หนว่ยย่อยที�เป็นโครงสร้างหลกัของลิกนิน 

2.5.4.4 สารแทรก (extractive)  

เป็นสารประกอบที�มีความหลากหลาย อยู่ตามส่วนตา่งๆของพืช ตวัอย่างเช่น สารจําพวก          

ขี #ผงึ (wax) และไขมนั (fat) พบสะสมอยูใ่นเซลล์พาเรนไคมา สารจําพวกกรดเรซิน พบในท่อเรซิน (resin 

canal) บริเวณลําต้น สารจําพวกนํ #ายาง (latex) ซึ�งพบในท่อนํ #ายาง (latex canal) สารแทรกจําพวก          

ฟีนอลิก (phenolic extractive) พบในเนื #อไม้และเปลือกไม้ เป็นต้น 

 

2.6 ไม้ยคูาลิปตสั (เกษมสขุ เกษสกลุ, 2533; Lindsay, 1976) 

ยคูาลิปตสัเป็นพนัธุ์ไม้ที�มีถิ�นกําเนิดในประเทศออสเตรเลีย และแถบหมู่เกาะอินโดมาเลเซี�ยน 

ยูคาลิปตสัมีหลายสายพันธุ์ ปัจจุบนัมีการนํามาปลูกนอกถิ�นกําเนิด สามารถพบได้ทั�งในเขตร้อนและ

เขตหนาว โดยในประเทศไทยมีการปลกูสายพนัธุ์ต่างๆ ที�นิยมได้แก่ Eucalyptus  camaldulensis, 

Eucalyptus alba นิยมปลูกทั�วประเทศ Eucalyptus grandis นิยมปลูกในภาคเหนือและภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ เป็นต้น  โดยสายพันธุ์ ที� นํามาใช้ในงานวิจัยครั #งนี #ได้แก่ Eucalyptus  

camaldulensis  
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2.6.1 การจดัจําแนกทางอนกุรมวิธาน (taxonomic classification) 

    Division: Magnoliophyta  

        Class: Magnoliopsida 

            Order: Myrtales 

                  Family: Myrtaceae 

                     Genus: Eucalyptus  

                         Species: Eucalyptus camaldulensis Dehnh., Eucalyptus rostrata Schecht 

 ชื�อสามญั: River red gum, Red gum, River gum (Lindsay, 1976) 

2.6.2 ลกัษณะทั�วไปและข้อมลูของ Eucalyptus camaldulensis ที�ปลกูในประเทศไทย  

เป็นไม้ยืนต้นขนาดใหญ่ สูงประมาณ 24-50 เมตร เส้นผ่านศนูย์กลางระดบัอกใหญ่ที�สุด

ประมาณ 2 เมตร เปลาตรง เปลือกเรียบสีเทาขาวอมชมพ ูมีการลอกออกเมื�อเปลือกส่วนในเจริญ ใบ

เรียวยาว ดอกคล้ายดอกบวั ส่วนล่างเป็นรูปถ้วยมีฝาปิด (operculum) มีการขยายพนัธุ์โดยใช้เมล็ด 

และแตกหน่อ มีส่วนที�เรียกว่าลิกโนทิวเบอร์ (lingotuber) อยู่บริเวณใบเลี #ยงคู่แรก ซึ�งมีหน้าที�สะสม

อาหาร และมีตาเจริญอยู่ภายใน มีบทบาทสําคญัในการทําให้เกิดการเจริญของต้นใหม่เมื�อส่วนที�อยู่

เหนือดนิถกูทําลายซึ�งทําให้สามารถเจริญใหม่เมื�อตดัลําต้นไปใช้ รากมีการเจริญเติบโตเร็วและดดูนํ #าได้

อยา่งมีประสิทธิภาพจงึทนทานตอ่สภาวะวิกฤตหลายประการ 

ยูคาลิปตสัสามารถโตได้เร็ว เจริญเติบโตในทางสูงปีละ 2-4 เมตร ทางเส้นผ่านศนูย์กลาง

ประมาณ 2-3 เซ็นติเมตรตอ่ปี ผลผลิตที�เป็นเนื #อไม้มีอตัราการเจริญประมาณ  2-5 ลกูบาศก์เมตรตอ่ปี

ตอ่ไร่ ให้เนื #อไม้เป็นสีแดง แก่นสีแดงเข้มหรือนํ #าตาล คอ่นข้างเรียบเป็นมนั มีความแข็งมาก สายพนัธุ์นี #

เมื�อทดลองปลกูในประเทศไทยแล้วพบวา่มีอตัราการเจริญเติบโตดีที�สดุ และมีอตัราการตายในระดบัตํ�า

มาก ยูคาลิปตสัเป็นวตัถุดิบที�สําคญัในการผลิตกระดาษ เมื�อเจริญ 3-5 ปี เนื #อไม้มีความเหมาะสมใน

การผลิตกระดาษ โดยให้เส้นใยสั #น (0.4-1.6 มิลลิเมตร) ให้ปริมาณเซลลูโลสสูง สมบตัิทางฟิสิกส์ของ
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เยื�อสูง สามารถนําไปผลิตกระดาษเหนียวที�ผ่านและไม่ผ่านการฟอกได้ดี นอกจากนี #ยังสามารถใช้ใน

อตุสาหกรรมพลงังาน ไม้อดั และใช้เป็นวสัดใุนการก่อสร้างได้ (เกษมสขุ เกษสกลุ, 2533) 

2.7 กระดาษและสมบตัขิองกระดาษ  

กระดาษคือ วสัดทีุ�มีลกัษณะเป็นแผน่ราบบาง ประกอบด้วยส่วนที�เป็นเยื�อและไม่เป็นเยื�อ โดย

กระดาษมีหลายชนิดและมีสมบตัิแตกต่างกันไป ตามวัตถุประสงค์การใช้งาน สมบตัิของกระดาษที�

สําคญั ประกอบด้วย 

2.7.1 สมบตัทิางโครงสร้างของกระดาษ (Levlin และ Soderhjelm, 1999) 

2.7.1.1 นํ #าหนกัพื #นฐาน (basis weight) คือ นํ #าหนกัต่อหน่วยพื #นที�มาตรฐาน (หน่วยที�

นิยมใช้เป็นกรัมตอ่ตารางเมตร) ที�เก็บรักษาในอณุหภมูิและความชื #นที�ใช้ควบคมุมาตรฐานการทดสอบ  

2.7.1.2 ความหนา (thickness) คือระยะห่างที�ตั #งฉากระหว่างผิวด้านนอกและผิวด้านล่าง

ของกระดาษภายใต้สภาวะทดสอบที�กําหนด หนว่ยเป็นไมโครเมตร ใช้เครื�องไมโครมิเตอร์ในการวดั (แต่

สว่นใหญ่วดัเป็นมิลลิเมตร) 

2.7.1.3 ความพรุน (porosity) คือช่องว่างภายในของเนื #อกระดาษที�อากาศสามารถไหล

ผา่นได้ หนว่ยที�ใช้วดัเป็นวินาที หรือ มิลลิเมตรตอ่นาที 

2.7.1.4 ทิศทางของเส้นใยและความแตกตา่งของผิวกระดาษทั #งสองด้าน (two sideness) 

เป็นคา่ความแตกตา่งของเนื #อกระดาษและความแตกตา่งของกระดาษในแนวทั #งสองและความแตกตา่ง

ของกระดาษระหวา่งด้านทั #งสอง 

2.7.2 สมบตัเิชิงกล (mechanical properties)  

เป็นสมบตัทีิ�เกี�ยวข้องกบัความแข็งแรงของกระดาษ สมบตัเิชิงกลที�นิยมใช้ ได้แก่ 
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2.7.2.1 ความแข็งแรงตอ่แรงดงึ (tensile strength) คือ ความสามารถของกระดาษในการ

รับแรงดงึได้สูงสดุก่อนขาดออกจากกนั หนวยเป็น แรงตอ่ความกว้างของชิ #นทดสอบ เช่น กิโลนิวตนัต่อ

เมตร ปอนด์ตอ่นิ #ว   

2.7.2.2 ความแข็งแรงต่อแรงดนัทะล ุ(burst strength) คือ ความสามารถของกระดาษที�

ทนแรงดนัได้สูงสุดเมื�อได้รับแรงกระทําในทิศทางตั #งฉากตอ่ผิวหน้ากระดาษ มีหน่วยเป็นกิโลพาสคาล 

(kPa) หรือ กรัมตอ่ตารางเซนตเิมตร หรือปอนด์ตอ่ตารางนิ #ว  

2.7.2.3 ความแข็งแรงต่อแรงฉีกขาด (tear strength) คือ ความสามารถของกระดาษที�

ต้านแรงซึ�งทําให้ชิ #นทดสอบหนึ�งชิ #นขาดออกจากรอยฉีกนําเดมิ หนว่ยที�วดัเป็น มิลลินิวตนัตอ่กรัม 

2.7.3 สมบตัเิชิงแสง (optical properties) 

เป็นสมบัติที�เกิดจากการที�แสงตกกระทบกระดาษ และเกิดปรากฏการณ์ต่างๆ ได้แก่ การ

สะท้อน การกระเจิง การดดูกลืน สมบตัเิชิงแสงที�สําคญั ได้แก่ 

2.7.3.1 ความขาวสว่าง (brightness) ในทางเยื�อและกระดาษ หมายถึง คา่สะท้อนแสงสี

นํ #าเงินที�ความยาวคลื�น 457 นาโนเมตร  

2.7.3.2 ความทึบแสง (opacity) สามารถวดัโดยเปรียบเทียบค่าการสะท้อนแสงสีเขียวที�

ความยาวคลื�น 557 นาโนเมตร ระหว่างกระดาษหนึ�งแผ่นที�รองหลงัด้วยพื #นสีดําสนิทกบักระดาษที�วาง

ซ้อนจนแสงไมส่ามารถทะลผุา่นได้ เป็นต้น 

2.8 การปรับสภาพโดยใช้ราเนา่ขาวร่วมกบัวิธีทางเคมีเพื�อผลิตเยื�อกระดาษ 

การใช้ราเนา่ขาวเพื�อปรับสภาพวสัดไุด้รับความสนใจตลอดมา ตั #งแตมี่การค้นพบเอนไซม์ของ

รากลุม่นี # โดยได้มีการนําราเนา่ขาวชนิดตา่งๆมาศกึษาประสิทธิภาพในการกําจดัลิกนิน ตลอดจนผลของ

ราที�มีต่อการเปลี�ยนแปลงองค์ประกอบต่างๆภายในไม้ จากการศึกษาประสิทธิภาพของราเน่าขาว 

Phanerochaete chrysosporium 19 สายพนัธุ์ และ Ceriporiopsis subvermispora 9 สายพนัธุ์ ที�เก็บ

จากพื #นที�ที�มีความแตกตา่งกนั พบว่า Phanerochaete chrysosporium BKM มีความสามารถในการ
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ลดปริมาณลิกนินได้สงูถึง 71-80% ในไม้ผลดัใบ ในขณะที� Ceriporiopsis subvermispora สามารถ

กําจดัลิกนินได้ระดบัใกล้เคียงกนั ทั #งในไม้ผลดัใบและไม้ไม่ผลดัใบ แตอ่ยู่ในระดบัที�น้อยกว่า ซึ�งจากผล

การศึกษาแสดงให้เห็นว่า ประสิทธิภาพของราเน่าขาวในการย่อยสลายองค์ประกอบภายในไม้  และ

ความจําเพาะตอ่การยอ่ยสลายลิกนิน รวมถึงประสิทธิภาพของการย่อยสลายเนื #อไม้มีความแตกตา่งกนั 

ตามชนิดและสายพนัธุ์ ตลอดจนพื #นที�ที�รามีการเจริญ (Blanchette และคณะ, 1992)  

จากการศึกษาประสิทธิภาพของราเน่าขาวในการย่อยสลายองค์ประกอบของไม้ชนิดต่างๆ

รวมถึงการศึกษาแอกติวิตีของเอนไซม์ที�เกิดขึ #นระหว่างการปรับสภาพไม้ ทําให้ทราบข้อมูลเกี�ยวกับ 

ธรรมชาติของรา และข้อมูลเกี�ยวกับการทํางานของเอนไซม์รวมถึงภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพ 

จากงานวิจยัที�ศกึษาการปรับสภาพไม้ Acacia mangium เป็นเวลา 10-60 วนั ด้วยราสายพนัธุ์เขตร้อน 

(Trametes versicolor, Phellinus sp., Pycnoporus coccineus และ Daedalea sp.) โดยใช้เส้นใยรา

ที�ผ่านการโฮโมจีไนซ์ (homogenize mycelium) พบว่ารามีการเจริญบนวสัดอุย่างทั�วถึง ระยะเวลาที�

ให้ผลดีที�สดุ คือ 50 วนั เอนไซม์ที�ราทั #ง 3 ชนิดมีการผลิตมากที�สดุ คือ แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส แลค

เคส และ ลิกนินเปอร์ออกซิเดส ตามลําดบั  โดยแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสจะเป็นเอนไซม์หลกัในการย่อย

สลายลิกนินเมื�อมี Mn2+ เพียงพอในในระบบ แลคเคสจะแสดงประสิทธิภาพได้ดีเมื�อมีคอปเปอร์ 

(copper) เป็นตวัชกันํา (inducer) ในปฏิกิริยา นอกจากนี #ยงัพบว่าแอกติวิตีของเซลลูเลสของราทั #ง 3 

ชนิด มีคา่ตํ�ามากหรือไม่พบ ซึ�งเหมาะสมตอ่การใช้ในการปรับสภาพวสัดเุพื�อผลิตกระดาษ (Liew และ

คณะ, 2011) และในการปรับสภาพไม้สนด้วยรา Pleurotus sp. ที�ความชื #น 80% เป็นเวลา 45, 90 และ 

120 วนั พบวา่ชดุการทดลองที�ให้ผลผลิตดีที�สดุอยู่ที� 80-110 วนั  ซึ�งแสดงถึงผลของระยะการเจริญของ

ราที�มีผลตอ่การย่อยสลายที�เกิดขึ #น (Molina และคณะ, 2000) นอกจากนี #การให้แหล่งอาหารเพิ�มเติม 

ยงัมีผลชว่ยให้ราเจริญเร็วขึ #นและมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายองค์ประกอบดีขึ #น จากการศกึษาการ

เพิ�มนํ #าแช่ข้าวโพด (Corn Steep Liqour, CSL) ซึ�งเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที�ผลิตจากกระบวนการใน

อุตสาหกรรม ประกอบด้วย ส่วนที�เป็นเปปไทด์ นํ #าตาล กรดแลคติก วิตามิน และเมทัลลิกไอออน 

(metalic ions) ในการปรับสภาพไม้ยูคาลิปตสัด้วยราเน่าขาว พบว่า CSL ให้แหล่งคาร์บอนและ

ไนโตรเจน ซึ�งช่วยให้ราเกิดการสร้างโคโลนีบนไม้ในช่วงเริ�มต้นได้ดีขึ #น และเพิ�มประสิทธิภาพในการ

ทํางานของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (Vicentim, 2006)  
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การปรับสภาพไม้ด้วยราเน่าขาวก่อนการผลิตเยื�อ พบว่ามีข้อดีหลายประการ จากการศึกษา

การปรับสภาพไม้สนด้วยรา Pleurotus sp. ที�ความชื #น 80% เป็นเวลา 45, 90 และ 120 วนั พบว่า

ผลผลิตเยื�อเฉลี�ยที�ได้มีคา่ 49.2% สงูกวา่ชดุควบคมุ ซึ�งมีคา่ 47.6% (Molina และคณะ, 2000)       

ในการย่อยสลายไม้ยูคาลิปตสั (Eucalyptus grandis) พบว่ารามีการผลิตแลคเคส และ

แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส โดยช่วยทําให้ลิกนินลดลงจาก 2.9 เป็น 11.7% เมื�อบม่เป็นเวลา 15–90 วนั 

ช่วยให้สารแทรกลดลง 42% เมื�อผ่านไป 90 วนั (Ferraz และคณะ, 2002) นอกจากนี #ในการปรับสภาพ

ไม้ยคูาลิปตสั (Eucalyptus grandis) ด้วยรา Ceriporiopsis subvermispora พบว่าสามารถลดลิกนิน

ได้ 7.6+0.2% ของ lignin และช่วยลดสารแทรกได้ 17.7+0.2% และเมื�อต้มด้วยอลัคาไลน์ซลัไฟต์ 

(alkaline sulfite) พบวา่สว่นที�ไมใ่ช่เยื�อ (reject) มีปริมาณลดลงเมื�อเทียบกบัชดุควบคมุ เวลาในการบด 

(beating time) ลดลง 24% และสมบตัิด้านความแข็งแรงเพิ�มขึ #น (Guerra และคณะ, 2005) ซึ�ง

สอดคล้องกับการปรับสภาพไม้เนื #ออ่อนและไม้เนื #อแข็งเพื�อผลิตเยื�อคราฟต์พบว่าราสามารถพัฒนา

ความแข็งแรงของกระดาษ (bursting index, tensile index, tearing index) ให้เพิ�มขึ #นได้ (Wolfaardt 

แลคณะ, 2004) รวมถึงการใช้ราเนา่ขาวร่วมกบัการผลิตเยื�อเคมียงัชว่ยลดการใช้สารเคมีในกระบวนการ

ต้มเยื�อ ซึ�งสามารถลดการปล่อยของเสียที�เป็นมลภาวะและแก๊สที�เป็นอันตรายให้น้อยลงได้ (Yadav 

และคณะ, 2010) 
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บทที� 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิการทดลอง 

 

3.1 อุปกรณ์ที�ใช้ในงานวิจัย  

อุปกรณ์        บริษัท / ประเทศ 

เครื�องเขย่า (Shaker) รุ่น SPL 15    Labcon/The Republic of South Africa 

หม้อนึ�งความดนัไอนํ #า (Autoclave)         Ta Chang Medical Instrument Faculty/ Taiwan 

เครื�องวดัคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) รุ่น PP-50                Sartorius/ Germany 

เครื�องชั�ง 2 ตําแหนง่รุ่น BL610                            Sartorius/ Germany 

เครื�องชั�ง 4 ตําแหนง่รุ่น TC-205                                     Denver Instrument Company/ USA 

ตู้ เขี�ยเชื #อแบบ Laminar flow รุ่น BV 123                            ZISSOC/ Thailand 

ตู้อบ (Hot air oven)                             Binder/ USA 

เครื�องวดัคา่การดดูกลืนแสง (UV/ Vis Spectrophotometer) รุ่น 2800              Unico/ USA 

เครื�องวดัคา่การดดูกลืนแสง (UV/ Vis Spectrophotometer) รุ่น HP 8453             Agilent/ USA 

เครื�องดดูสญูญากาศ (Vacuum pump)    GAST manufacturing Incorporated/ USA 

เครื�องบดเยื�อ (Valley beater รุ่น UEC-2018A   Universal engineering corporation/ India 

เครื�องต้มเยื�อ (Autoclave digester)                        Universal engineering corporation/ India 

เครื�องตีกระจายเยื�อ (Disintegrator) รุ่น T-292          Adirondack Machine Corporation/ USA 

เครื�องวดัคา่สภาพระบายได้ (Freeness tester) รุ่น LTDA                                Regmed/ Brazil 
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อุปกรณ์                  บริษัท / ประเทศ  

เครื�องขึ #นแผ่นกระดาษ (Sheet former  

รุ่น Rapid-KÖthen Blattbildner                                       PTI Laboratory Equipment/ Austria                                    

เครื�องวดัความหนาของกระดาษ (Thickness tester)            Micro Meter/ บริษัท Loretzen 

เครื�องวดัความแข็งแรงตอ่แรงดงึ (Tensile tester)                                                                                    

รุ่น Strongraph E-S)                                                      Toyoseiki Seisaku-SHO LTD/ Japan 

เครื�องวดัความแข็งแรงตอ่แรงฉีกขาด (Tear tester) รุ่น Protear Thwing Albert Instrument/ USA 

เครื�องชั�ง 4 ตําแหนง่ (0.005-4.000 g) รุ่น TB-4002                    Denver Instrument/ Germany 

เครื�องวดัความชื #น (Moisture determination balance)                                                                            

รุ่น KettFD-600                                        Kett Electric Laboratory/ USA                                                                                               

ตู้อบ (Oven)                               Venticell/ Germany 

เครื�องวดัความเป็นกรด-ดา่ง (pH-meter)           Denver Instrument/ Germany 

เครื�องวดัความขาวสวา่งและความทึบแสง รุ่น Color Touch ISO Technidyne corporation/ USA 

หม้อต้ม (boiler)                    Selecta/ UK 

เครื�องโฮโมจีไนซ์เซอร์ (homogenizer) รุ่น omni TH     Omni/ USA 
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3.2 สารเคมีที�ใช้ในงานวิจัย 

สารเคมีที�ใช้ในงานวิจัย          บริษัท/ ประเทศ 

กรดไฮโดรคลอริก (HCl)               Schrlau/ Spain 

กลโูคส (C6H12O6)                                                                                                Sigma/ USA 

แคลเซียมคลอไรด์ ไดไฮเดรต (CaCl2. 2H2O)                                    Carlo Erba Reagent/ Italy 

ซิงค์ซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4 .7H2O)                                            May & Baker/ England 

ซูโครส (C12H2O11)                                                                        Carlo Erba Reagent/ Italy  

เปบโตน (Peptone)                                                                                                Difco/ USA 

โปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                        Ajax Finechem/ Australia  

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4 .7H2O)                            Carlo Erba Reagent/ Italy 

แมงกานีสซลัเฟตเตตระไฮเดรต (MnSO4. 4H2O)                               Carlo Erba Reagent/ Italy 

เอบีทีเอส (2,2 –azinobis 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) (C18H18N4O6S4)      Sigma/ USA 

โซเดียมลอริลซลัเฟต (CH3(CH2)11OSO3Na)                                     Ajax Finechem/ Australia  

ไดโซเดียมเอธิลีนไดอะมีนเตตระอะซิเตท                                           

(EDTA) (C10H16N2O8)                                                         Mallinckrodt biotechnology/ USA 

โซเดียมบอเรตเดคะไฮเดรต (Na2B4O7.10H2O)                                  Ajax Finechem/ Australia  

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)                                                   Merck/ Germany                            

เอธิลีนไกลคอลโมโนเอธิลอีเทอร์ (C4H10O2)                                                    Merck/ Germany 
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สารเคมี           บริษัท/ ประเทศ 

โซเดียมซลัไฟด์ (Na2S)                                                                                   Merk/ Germany 

เดคะไฮโดรแนพทาลีน (C10H18)                                                                  Fluka/ Switzerland 

อะซีโตน (CH3)2CO)                                                                                     Merck/ Germany 

กรดซลัฟิวริก (H2SO4)                                                                                   Merck/ Germany 

ซีทิลไตรเมธิลแอมโมเนียมโบรไมด์                                

(Cetyl trimethylammonium bromide, CTAB)     Ajax Finechem/ Australia                           

โปแตสเซียมเปอร์แมงกาเนต (KMnO4)                                               Carlo Erba/ Italy                                                                

ซิลเวอร์ซลัเฟต (Ag2SO4)                                                                             Carlo Erba/ Italy 

เฟอร์ริกไนเตรตนาโนไฮเดรต (Fe(NO3)3.9H2O)                                                                 APS 

ซิลเวอร์ไนเตรต (AgNO3)                                                                             Merck/ Germany                                         

โปแตสเซียมอะซิเตต (CH3CO2K)                                                                              Scharlau 

กรดอะซิตกิ, เกรเชียล (CH3COOH)                                                              Merck/ Germany 

เตอร์เทียรี บวิทิล แอลกอฮอลล์ (Tertiary butyl alcohol, Butanol)                                      APS 

กรดออกซาลิกดีไฮเดรต (Oxalic acid dihydrate)                                           Carlo Erba/ Italy                                        

เอธานอล 95% (CH3CH2OH)                  Fisher/ 

USA  

กรดไฮโดรคลอริก (HCl)                                               Merck/ Germany 
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3.3 วิธีการดาํเนินงานวิจัย 

3.3.1 เลี /ยงราเน่าขาวสายพันธ์ุต่างๆ 

เลี #ยงราเน่าขาวสายพันธุ์ต่างๆ ที�ได้จากหน่วยปฏิบัติวิจัยการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช 

ภาควิชาพฤกษศาสตร์จํานวน 14 ไอโซเลต และสายพนัธุ์อ้างอิง (Phanerochaete chrysosporium) ซึ�ง

เก็บไว้ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสในอาหารสูตร Malt Extract Agar (MEA) (ภาคผนวก ก) บ่มที�

อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั หรือจนกวา่เส้นใยจะเจริญเตม็จานเพาะเลี #ยง 

3.3.2 คัดเลือกราที�มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ที�เหมาะสม   

3.3.2.1 นําราที�ได้จากการเพาะเลี #ยงมาทดสอบการสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลติกได้แก่ แลคเคส 

ลิกนินเปอร์ออกซิเดส และแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสของรา โดยใช้คอร์กบอเรอร์เจาะเส้นใยราที�เจริญบน

อาหารแข็งสตูร MEA ขนาด 1 เซนติเมตร วางบนอาหารแข็งสตูร Lignin modifying enzyme basal 

medium (LMB) (ภาคผนวก ก) ที�มีการเติมสารสําหรับทดสอบเอนไซม์ชนิดต่างๆ ได้แก่ 3-

ethylbenzthiazoline-5- sulphonate (ABTS) 0.001% สําหรับทดสอบแลคเคส เติม Azure-B 0.001 

สําหรับทดสอบลิกนินเปอร์ออกซิเดส เติม phenol red 0.01% สําหรับทดสอบแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส 

(Pointing, 1999) บ่มที�อณุหภูมิห้อง (30±2ºC) ในที�มืด เป็นเวลา 3-7 วนั และบนัทึกผลการทดสอบ 

โดยสังเกตจากการเปลี�ยนแปลงสีของอาหารแข็ง ถ้ามีการสร้างเอนไซม์ อาหารแข็งที�ใช้ทดสอบจะ

เปลี�ยนจากสีขาวเป็นสีเขียว จากสีนํ #าเงินเป็นใสไม่มีสี และจากสีเหลืองเป็นสีแดง เมื�อเลี #ยงในอาหารที�

ทดสอบแลคเคส ลิกนินเปอร์ออกซิเดส และแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส ตามลําดบั 

3.3.2.2 ทดสอบการสร้างเซลลเูลสของรา โดยใช้คอร์กบอเรอร์เจาะเส้นใยราที�เจริญบนอาหาร

แข็งสูตร MEA ขนาด 1 เซนติเมตร วางบนอาหารแข็งสูตร Cellulolysis Basal Medium (CBM) 

(ภาคผนวก ก) โดยใช้ Carboxymethyl Cellulose (CMC) เป็นสารตั #งต้นในการทดสอบ บ่มที�

อณุหภมูิห้อง ในที�มืด จนมีเส้นผา่นศนูย์กลางโคโลนีประมาณ 3 เซนตเิมตร นําสารละลายแกรมไอโอดีน 

(Gram’s iodine) (โพแทสเซียมคลอไรด์ (KI) 2.0 กรัม ไอโอดีน (iodine) 1.0 กรัม และนํ #ากลั�น 300 
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มิลลิลิตร) เทให้ท่วมโคโลนี ทิ #งไว้ 3-5 นาที อาหารแข็งจะติดสีนํ #าตาลเข้มของสารละลายแกรมไอโอดีน 

บนัทกึผลโดยวดัเส้นผา่นศนูย์กลางบริเวณที�ไมเ่กิดการตดิสีรอบโคโลนี (Kasana, 2008)  

แล้วจึงคดัเลือกราที�มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลติกได้ดี และไม่สร้างหรือ

สร้างเซลลเูลสได้น้อยมาอยา่งน้อย 2 สายพนัธุ์ เพื�อใช้ในการทดลองขั #นตอ่ไป  

3.3.3 คัดเลือกราที�มีความเหมาะสมกับการปรับสภาพชิ /นไม้  

ในการปรับสภาพใช้ตวัอย่างชิ #นไม้ยคูาลิปตสัที�ได้จากบริษัท Double A จงัหวดัปราจีนบรีุ มา

คดัขนาดไม้ให้ได้ขนาดประมาณ 0.1x0.5x2.5 cm ด้วยเครื�องร่อนไม้ ที�ความแรงการเขย่าระดบั 7 เป็น

เวลา 10 นาที ผึ�งลมให้แห้ง วดัความชื #นด้วยเครื�องวดัความชื #น แล้วนํามาวดัองค์ประกอบทางเคมีของ

ไม้ตวัอย่าง โดยใช้วิธีการสกดัด้วยสารละลายเพื�อคํานวณหาปริมาณของ Neutral Detergent Fiber 

(NDF) ในการหาปริมาณของเฮมิเซลลูโลส เซลลูโลสและลิกนินในไม้ตวัอย่าง (Goering และ Van 

Soest, 1970) (ภาคผนวก ค) ทํา 5 ซํ #าตวัอยา่ง  

เตรียมหวัเชื #อรา โดยเลี #ยงราแตล่ะสายพนัธุ์ในอาหารสูตร MEA ที�อุณหภูมิห้อง จนเส้นใยรา

เจริญเกือบเต็มจานเพาะเลี #ยง ใช้คอร์กบอเรอร์ขนาด 1 เซนติเมตร เจาะราบนอาหารวุ้นจํานวน 20 ชิ #น

วุ้นใส่ในอาหาร MEB (Malt Extract Broth) เลี #ยงเป็นเวลา 10 วนั ที�ภาวะนิ�ง แล้วจึงนําเส้นใยราที�ได้ไป

ปั�นด้วยเครื�องโฮโมจีไนซ์เซอร์ที�ความเร็ว 15,000 รอบตอ่นาที นําหวัเชื #อรามาบม่กบัไม้ยคูาลิปตสั ตาม

วิธีที�ดดัแปลงจาก Vicentim (2006) โดยใช้ชิ #นไม้ยคูาลิปตสันํ #าหนกัแห้ง 5 กรัม บม่ในฟลาสก์ขนาด 250 

มิลลิลิตร เติมนํ #าแช่ข้าวโพด (corn steep liquor) 0.05% ของนํ #าหนกัแห้งของไม้ ปรับความชื #นให้เป็น 

95% แล้วทําให้ปลอดเชื #อด้วยเครื�องนึ�งความดนัไอ  

ทําชดุทดลอง โดยใส่ราที�คดัเลือกได้ปริมาณ 10 มิลลิกรัมแห้ง ทํา 5 ซํ #า ตอ่รา 1 ชนิด บม่ที�

อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 15 วนั ทําชดุควบคมุ 5 ซํ #าการทดลอง บม่โดยไมต้่องใสเ่ชื #อ 

ทําการตรวจสอบประสิทธิภาพการบ่ม โดยนําไม้ที�ผ่านการบ่มมาสกัดด้วยสารละลาย 

โซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร์ (sodium acetate buffer) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ pH 5.5 ที�ผสมกับ 

tween 80 ความเข้มข้น 0.1% ในภาวะเขย่า ที�ความเร็ว 120 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 12 ชั�วโมง แล้วนํา

สารละลายมาวดัแอกตวิิตีของเอนไซม์ลิกนิโนไลตกิ (ภาคผนวก ข.) ดงันี # 
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3.3.3.1 ตรวจสอบแอกติวิตีของแลคเคสตามวิธีของ Madhavi และ Lele (2006) โดย 1          

ยูนิตของแลคเคส คือ ปริมาณของแลคเคสที�สามารถออกซิ ไดซ์  ABTS (2,2’-azinobis                                         

(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที โดยติดตามการเกิดปฏิกิริยา

ด้วยการวดัคา่การดดูกลืนที� 420 นาโนเมตร  

3.3.3.2 ตรวจสอบแอกติวิตีของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสตามวิธีของ Watanabe และคณะ 

(2001) โดย 1 ยูนิตของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส คือปริมาณของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสที�สามารถ

ออกซิไดซ์ 2,6 dimethoxyphenol 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที วดัจากการเกิดออกซิเดชนัของ

แมงกานีสไอออน (Mn2+) โดยตดิตามการเกิดปฏิกิริยาด้วยการวดัคา่การดดูกลืนแสงที� 470 นาโนเมตร  

3.3.3.3 ตรวจสอบแอกติวิตีของลิกนินเปอร์ออกซิเดสตามวิธีของ Tuisei และคณะ (1990) 

โดย 1 ยนูิตของลิกนินเปอร์ออกซิเดส คือปริมาณของเอนไซม์ ที�สามารถออกซิไดซ์เวอราทริลแอลกอ

ฮอลล์ (veratryl alcohol, VA) 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที โดยติดตามปฏิกิริยาด้วยการวดัคา่การ

ดดูกลืนแสงที� 310 นาโนเมตร โดยใช้เครื�องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ วัดค่าการดดูกลืนแสงในขั #นตอน

ดงักลา่ว  

แล้วนําตวัอย่างไม้บดและอบให้แห้งจนนํ #าหนกัคงที� และตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของ

ไม้ที�ผา่นการบม่ ตามวิธีการหาองค์ประกอบเคมีในข้างต้น  

แล้วจึงคดัเลือกราที�มีความสามารถในการลดปริมาณลิกนินได้มาก และมีปริมาณเซลลูโลส

คงที�เพื�อใช้ในการปรับสภาพชิ #นไม้ โดยเลือกมา 1 ไอโซเลต 

3.3.4 หาภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพชิ /นไม้เพื�อการผลิตเยื�อกระดาษแบบคราฟต์ 

ใช้ภาวะในการปรับสภาพชิ #นไม้ตามวิธีการที�ดดัแปลงจาก  Vicentim (2006) โดยใช้ชิ #นไม้

ปริมาณ 73 กรัม ที�ความชื #น 19% ในฟลาสก์ขนาด 1000 มิลลิลิตร เติมนํ #าแช่ข้าวโพด 0.05% ของ

นํ #าหนกัแห้งของไม้ ปรับความชื #นให้เป็น 95% แล้วทําให้ปลอดเชื #อด้วยเครื�องนึ�งความดนัไอ ที�อณุหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที นํามาบม่ด้วยราที�ให้ประสิทธิภาพดีที�สดุในการย่อยสลายลิกนินที�ได้

จากขั #นตอนที� 3.3.3 โดยมีขั #นตอนในการทดลอง ดงันี # 

3.3.4.1 ผลิตกระดาษจากเยื�อคราฟต์ชดุควบคมุจากชิ #นไม้ที�ไมผ่า่นการปรับสภาพ   
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ผลิตเยื�อคราฟต์จากตวัอยา่งชิ #นไม้เพื�อหาความเข้มข้นสารเคมีที�เหมาะสมในการต้มเยื�อโดยใช้

โซเดียมไฮดรอกไซด์และโซเดียมซลัไฟด์ที�คา่แอคทีฟอลัคาไลน์ (active alkaline) 20%, 23%, 25% , 

28% และซลัฟิดิตี 25% คา่อตัราส่วนของเหลวตอ่ไม้ (liquor to wood ratio) เป็น 7:1 ที�อณุหภูมิ 130 

องศาเซลเซียส นาน 4 ชั�วโมง แก้ หาอ้างอิง เก็บนํ #าดํา (black liquor) ที�ได้จากกระบวนการต้มเยื�อ เพื�อ

ใช้ในการตรวจสอบคา่ดา่งที�เหลือจากการต้ม (residual alkaline) ล้างเยื�อให้สะอาด แล้วบดด้วยเครื�อง

บดเยื�อ จนกระทั�งมีคา่สภาพระบายได้ (freeness) อยูที่�ประมาณ 320-370 ml CSF  

นําเยื�อไปตีกระจายให้เข้ากันด้วยเครื�องตีกระจายเยื�อ แล้วจึงนําไปขึ #นแผ่นกระดาษตาม

มาตรฐาน ISO 5269-2 ให้มีนํ #าหนกัมาตรฐานเท่ากบั 80 กรัม ตอ่ตารางเมตร ตวัอย่างละ 10 แผ่น เพื�อ

ทดสอบสมบตัติา่งๆ ตามข้อ 3.3.5 

ตรวจสอบคา่ปริมาณดา่งที�เหลือและเลือกความเข้มข้นของสารเคมีที�เหมาะสมโดยพิจารณา

จากลกัษณะการแยกของเยื�อที�ได้หลงัต้ม สมบตักิระดาษที�ได้ และปริมาณดา่งที�เหลือจากการต้ม 

3.3.4.2 ปรับสภาพชิ #นไม้โดยแปรผนัปัจจยัที�เกี�ยวข้องในการปรับสภาพ ได้แก่ การแปรผัน

ปริมาณของราและระยะเวลาในการบม่ และการทดลองหาผลของขนาดชิ #นไม้ในการปรับสภาพที�มีต่อ

สมบตักิระดาษ โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ (Completely randomized design: CRD) ทํา

ชดุการทดลองในการปรับสภาพด้วยราชดุการทดลองละ 10 ซํ #า มีชดุการทดลองดงันี #  

1) การแปรผนัปริมาณของราและระยะเวลาในการบม่ 

- ชดุทดลองที� 1: ปริมาณหวัเชื #อรา 50 มิลลิกรัมของนํ #าหนกัแห้ง บม่ 10, 20 และ 30 วนั 

- ชดุทดลองที� 2: ปริมาณหวัเชื #อรา 75 มิลลิกรัมของนํ #าหนกัแห้ง บม่ 10, 20 และ 30 วนั 

- ชดุทดลองที� 3: ปริมาณหวัเชื #อรา 100 มิลลิกรัมของนํ #าหนกัแห้ง บม่ 10, 20 และ 30 วนั 

- ชดุควบคมุ บ่มชิ #นไม้ที�เตรียมในภาวะเดียวกันกบัชดุทดลอง โดยไม่ใส่เชื #อรา เป็นเวลา 10, 

20 และ 30 วนั  

2) การทดลองหาผลของขนาดชิ #นไม้ในการปรับสภาพที�มีตอ่สมบตักิระดาษ 

โดยใช้ชิ #นไม้ที�ผ่านการร่อนที�ขนาดช่องตะแกรง 9.5 มิลลิเมตร ปริมาณหวัเชื #อรา 100 มิลลิกรัม

ของนํ #าหนกัแห้ง บม่ 20 และ 30 วนั 
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3.3.4.3 ผลิตเยื�อโดยนําชิ #นไม้ที�ผ่านการปรับสภาพมาต้มกบัโซเดียมไฮดรอกไซด์และโซเดียม

ซลัไฟด์ตามความเข้มข้นจากภาวะที�เหมาะสมในการผลิตเยื�อแบบคราฟต์ในข้อ 3.3.4.1 

3.3.4.4 นําเยื�อที�ผลิตได้จากไม้ที�ผ่านการปรับสภาพด้วยรา มาตรวจสอบปริมาณเซลลโูลส เฮ

มิเซลลโูลส และลิกนินที�เหลืออยู ่เปรียบเทียบปริมาณกบัเยื�อจากไม้ที�ไมผ่า่นการปรับสภาพด้วยรา 

3.3.4.5 นําเยื�อที�ได้ไปขึ #นแผ่นกระดาษ และทดสอบสมบตัิตามข้อที� 3.3.5 ทําการเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพการปรับสภาพไม้ในภาวะต่างๆ เพื�อเลือกภาวะที�เหมาะสม และเปรียบเทียบสมบตัิกับ

กระดาษแบบคราฟต์ชดุควบคมุ โดยใช้การสร้างกราฟเปรียบเทียบสมบตัิกระดาษ วิเคราะห์ข้อมลูทาง

สถิติด้วยโปรแกรม SPSS วิเคราะห์ความแปรปรวน (one factor analysis of variance: ANOVA), 

Duncan Multiple Range Test (DMRT) และใช้ response surface methodology ในการแปร 

วิเคราะห์และอภิปรายผล (Carley, Kamneva, และ Reminga, 2004) 

3.3.4.6 ผลิตกระดาษจากไม้ที�ปรับสภาพโดยใช้รา SK7 ด้วยภาวะที� เหมาะสมและ

เปรียบเทียบสมบัติกับกระดาษที�ได้จากการปรับสภาพด้วยราสายพันธุ์ อ้างอิง (Phanerochaete 

chrysosporium)  

   3.3.5 วิเคราะห์สมบัตขิองกระดาษ (Levlin และ Soderhjelm, 1999) 

3.3.5.1 นํากระดาษที�ขึ #นแผ่นกระดาษตามมาตรฐาน ISO 5269-2 ด้วยเครื�อง Rapid-Kothen 

ไปทดสอบสมบตัติา่งๆ ได้แก่ 

3.3.5.1.1 นํ #าหนกัมาตรฐาน (basis weight) ตามมาตรฐาน ISO 536 ทดสอบโดยนํา

กระดาษที�เก็บไว้ในอุณหภูมิและความชื #นที�เหมาะสมตามมาตรฐานกําหนด ชั�งนํ #าหนกั อ่านค่าและนํา

คา่ที�ได้หารด้วยพื #นที�ของกระดาษนั #น เพื�อหานํ #าหนกัมาตรฐาน 

3.3.5.1.2 ความหนาแน่นปรากฎ (apparent density หรือ density) ตามมาตรฐาน                

ISO 534 เป็นการวดัความหนาปรากฎของกระดาษ โดยวดัความหนาด้วยเครื�องทดสอบความหนา นํา

คา่ที�อา่นได้หารนํ #าหนกัมาตรฐานของกระดาษ 
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3.3.5.1.3 ความเรียบ (smoothness) ตามมาตรฐาน ISO 5627 ทดสอบความเรียบของ

กระดาษ โดยเครื�องทดสอบความเรียบซึ�งเป็นการวดัเวลาที�อากาศไหลผ่านผิวของกระดาษ บนัทึกคา่ที�

อา่นได้จากเครื�อง 

3.3.5.1.4 ดชันีความแข็งแรงต่อแรงดึง (tensile index) ตามมาตรฐาน ISO 1924 

ทดสอบโดยนํากระดาษที�ได้รับการตดัแล้วได้ขนาดตามมาตรฐานทดสอบ และยึดไว้ระหว่างปากจบัชิ #น

ทดสอบทั #งสอง จากนั #นปากจบัชิ #นทดสอบจะเคลื�อนออกจากกันจนดึงชิ #นทดสอบขาดจากกัน โดยดึง

ด้วยความเร็วคงที� จากนั #นนําคา่ที�ได้หารด้วยนํ #าหนกัมาตรฐาน 

3.3.5.1.5 ดชันีความแข็งแรงตอ่แรงฉีกขาด (tear index) ตามมาตรฐาน ISO 1974 การ

ทดสอบทําโดยใส่ชิ #นทดสอบขนาดตามมาตรฐานกําหนดในระหว่างปากจบับนแท่นและบนลูกตุ้มซึ�ง

เคลื�อนที�ได้ ใช้ใบมีดตดัชิ #นทดสอบเพื�อเป็นการฉีกนําเป็นรอยยาวประมาณ 2 เซนติเมตร ทําการทดสอบ

โดยปล่อยให้ลกูตุ้มเคลื�อนที� ชิ #นทดสอบจะขาดอ่านคา่และนํามาคํานวณตามมาตรฐาน แล้วนําคา่ที�ได้

หารด้วยนํ #าหนกัมาตรฐาน 

3.3.5.1.6 ความขาวสวา่ง (brightness) ตามมาตรฐาน ISO 2470 วดัคา่การสะท้อนของ

แสงสีนํ #าเงินที�ชว่งคลื�น 457 นาโนเมตร ด้วยเครื�องวดัความขาวสวา่ง  

3.3.5.1.7 ความทึบแสง (opacity) ตามมาตรฐาน ISO 2471 วดัค่าการสะท้อนแสงสี

เขียวที�ช่วงคลื�น 557 นาโนเมตร ระหว่างกระดาษหนึ�งแผ่นที�รองหลงัด้วยพืนสีดําสนิทกบักระดาษที�วาง

ซ้อนกนัจนหนาจนแสงไมท่ะลผุา่น เป็นต้น 

3.3.5.2 การวิเคราะห์ผล 

นําผลการทดสอบในการทดลองขั #นตา่งๆ มาวิเคราะห์ผลเพื�อหากระบวนการผลิตเยื�อจากไม้  

ยคูาลิปตสัที�เหมาะสม โดยใช้สถิติ one factor analysis of variance (one way ANOVA) และ 

Duncan Multiple Range Test (DMRT) ที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% โดยใช้โปรแกรม SPSS for window 

11.5 ประเทศสหรัฐอเมริกา   
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 บทที�  4 

ผลการทดลองและการวิเคราะห์ข้อมูล 
  

4.1 เลี /ยงราเน่าขาวสายพันธ์ุต่างๆและคัดเลือกราที� มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ที�

เหมาะสม   

4.1.1 จากการเลี #ยงราเน่าขาวจากหน่วยปฏิบตัิการวิจยัและใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืชใน

อาหารสตูร MEA เป็นเวลา 7 วนั ที�อณุหภูมิห้อง พบว่ารามีการเจริญได้ 14 ไอโซเลต ซึ�งจะนําไปใช้ใน

การทดสอบการผลิตเอนไซม์ในขั #นตอนตอ่ไป 

 

4.1.2 ทดสอบการสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลตกิ 

จากการทดสอบการสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลติก โดยการเลี #ยงราบนอาหารแข็งสูตร LMB ที�มี

การเตมิสารสําหรับทดสอบการสร้างแลคเคส ลิกนินเปอร์ออกซิเดส และแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส บม่ที�

อณุหภูมิห้อง ในที�มืด เป็นเวลา 5 วนั พบว่าราที�สามารถสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลติกได้มีจํานวน 7 ไอโซ

เลต ซึ�งราที�สามารถสร้างแลคเคสได้มี 6 ไอโซเลต โดยสงัเกตจากการเกิดวงสีเขียวของอาหารแข็ง

บริเวณภายในหรือรอบโคโลนีของรา (รูปที� 4.1) โดย SK7 มีคา่เส้นผ่านศนูย์กลางวงสีสงูที�สดุ คือ 7.25 

เซนตเิมตร และ KK07 เซนตเิมตร มีคา่เส้นผา่นศนูย์กลางวงสีตํ�าที�สดุ คือ 2.10  

ราที�มีการสร้างลิกนินเปอร์ออกซิเดส สงัเกตจากการเกิดวงใสของอาหารแข็งรอบโคโลนีรา       

มี 2 ไอโซเลต ได้แก่ SK7 และ CUT3 โดยมีค่าเส้นผ่านศนูย์กลางวงสีเป็น 3.15 เซนติเมตร และ 3.05 

เซนตเิมตร ตามลําดบั (รูปที� 4.1 ก และ ข) 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

   

 

 

รูปที� 4.1 การเปลี�ยนสีของอาหารวุ้น

เคสของรา ข) อาหารวุ้นที�ผสม

สําหรับการสร้างแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส ตรวจสอบได้จากการเกิดวงสีแดงชมพูรอบโคโลนี

ของรา เมื�อเลี #ยงด้วยอาหารแข็งสตูร 

สีของอาหารรอบโคโลนี จึงอาจแสดงได้ว่า ราที�ใ

ในปริมาณที�สามารถตรวจสอบได้โดยวิธีนี #

 

4.1.3 ทดสอบการสร้าง

จากการเลี #ยงรา

เป็นสารตั #งต้นในการทดสอบ ที�อุณหภูมิห้อง ในที�มืด เป็นเวลา 

ไอโอดีนเทบนโคโลนีของรา พบว่า มีเพียงรา 

รอบโคโลนีที�ไมต่ดิสีของแกรมไอโอดีน 

 

 

 

 

 

 

     

     ก                                                ข 

การเปลี�ยนสีของอาหารวุ้น ก) อาหารวุ้นที�ผสม ABTS เป็นสารตั #งต้นเพื�อทดสอบการผลิต

อาหารวุ้นที�ผสม Azure B เป็นสารตั #งต้นเพื�อทดสอบการผลิตลิกนินเปอร์ออกซิเดสของรา  

สําหรับการสร้างแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส ตรวจสอบได้จากการเกิดวงสีแดงชมพูรอบโคโลนี

ของรา เมื�อเลี #ยงด้วยอาหารแข็งสตูร LBM ที�เตมิ 0.01% phenol red พบวา่ ไม่มีการเปลี�ยนแปลงของวง

สีของอาหารรอบโคโลนี จึงอาจแสดงได้ว่า ราที�ใช้ในการทดสอบไม่มีการสร้าง

ในปริมาณที�สามารถตรวจสอบได้โดยวิธีนี # (ตารางที� 4.1) 

ทดสอบการสร้างเซลลเูลสของรา 

จากการเลี #ยงราที�มีการสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลติกบนอาหารแข็งสตูร 

เป็นสารตั #งต้นในการทดสอบ ที�อุณหภูมิห้อง ในที�มืด เป็นเวลา 3 วนั และตรวจสอบโดยการใช้

ไอโอดีนเทบนโคโลนีของรา พบว่า มีเพียงรา KK 66 ที�มีการสร้างเซลลเูลส โดยสงัเกตจากการเกิดวงใส

รอบโคโลนีที�ไมต่ดิสีของแกรมไอโอดีน (ตารางที� 4.1) 

  SK7   SK7
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รตั #งต้นเพื�อทดสอบการผลิตแลค

ลิกนินเปอร์ออกซิเดสของรา   

สําหรับการสร้างแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส ตรวจสอบได้จากการเกิดวงสีแดงชมพูรอบโคโลนี

พบวา่ ไม่มีการเปลี�ยนแปลงของวง

ช้ในการทดสอบไม่มีการสร้างแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส

บนอาหารแข็งสตูร CBM ที�มีการเติม CMC 

วนั และตรวจสอบโดยการใช้แกรม

เซลลเูลส โดยสงัเกตจากการเกิดวงใส

SK7 
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ตารางที� 4.1 ความสามารถของราในการสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลตกิและเซลลเูลสบนอาหารแข็ง  

* = เส้นผา่นศนูย์กลางของวงสีของอาหารแข็งที�เกิดการเปลี�ยนแปลงภายในหรือรอบโคโลนีของรา 

 

จากการศกึษาผลของการสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลตกิและเซลลเูลสในราเนา่ขาวจึงคดัเลือกรา 3 

ไอโซเลต ได้แก่ SK7 CUT3 และ KK16 เพื�อใช้ในขั #นตอนตอ่ไป เนื�องจาก SK7 และ KK16 มีการสร้าง

ลิกนินเปอร์ออกซิเดสซึ�งเป็นเอนไซม์เด่นของราเน่าขาวที�มีประสิทธิภาพสูงในการเกิดปฏิกิริยาการ

ออกซิไดซ์สารประกอบ โดยใน SK7 พบว่าสามารถสร้างแลคเคสได้ดีอีกด้วย รวมถึงรา KK16 ซึ�ง

สามารถสร้างแลคเคสได้ดีโดยมีคา่เส้นผ่านศนูย์กลางการเปลี�ยนแปลงวงสีในระดบัสงู และไม่พบการ

สร้างเซลลเูลสในการทดสอบ จงึคดัเลือกราทั #งสามไอโซเลตนี #เพื�อนําไปใช้ในขั #นตอนตอ่ไป 

 

 

 

 
รา 

เส้นผา่นศนูย์กลางของวงสี / เส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนี (cm)* 

ลิกนินเปอร์ออกซิ
เดส 

แมงกานีสเปอร์
ออกซิเดส 

แลคเคส เซลลเูลส 

SK7 3.15/2.75 - 7.25/8.85 - 
KK16 - -    4.55/3.40 - 

KK16-1 - - 3.60/1.15 - 
KK66 - - 2.75/1.75 5.2/5.11 
KK40 - - 3.58/1.50 - 
KK07 - - 2.10/1.20 - 
CUT3 3.05/2.45 - - - 

Phanerocheate 

chrysosporium  
BKM ATCC24725 
(สายพนัธุ์อ้างอิง) 

3.95/3.30 - - - 
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4.2 คัดเลือกราที�มีความเหมาะสมกับการปรับสภาพชิ /นไม้  

 

4.2.1 องค์ประกอบทางเคมีของไม้ตวัอยา่ง 

จากการเตรียมไม้ยคูาลิปตสั ที�ได้จากบริษัท Double A พบว่ามีคา่ความชื #น 19 % เมื�อวดัด้วย

เครื�องวดัความชื #น (Moisture determination balance รุ่น KettFD-600, Kett Electric Laboratory/ 

USA) และเมื�อนํามาวิเคราะห์องค์ประกอบด้วยการหา neutral detergent fiber (Goering และ Van  

Soest, 1970) พบวา่มีเปอร์เซ็นต์องค์ประกอบทางเคมีดงัแสดงในตารางที� 4.2  

 

ตารางที� 4.2 องค์ประกอบทางเคมีของไม้ยคูาลิปตสั 

ชดุการทดลอง 
% องค์ประกอบทางเคมี * 

เซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส ลิกนิน เถ้า อื�นๆ 
ตวัอยา่งไม้ยคูา

ลิปตสั 48.38+0.81 15.49+0.29 26.93+1.01 0.0041+0.00    9.19+1.29 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีจากชดุการทดลอง 5 ซํ #า +สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน   

 
4.2.2 ประสิทธิภาพในการปรับสภาพไม้ยคูาลิปตสัด้วยราที�คดัเลือกได้  

จากการปรับสภาพไม้ยคูาลิปตสัปริมาณ 5 กรัมแห้ง ด้วยราที�คดัเลือกได้จํานวน 3 ไอโซเลต 

ได้แก่ SK7 CUT3 และ KK16 เป็นเวลา 15 วนั เมื�อนําสารละลายบฟัเฟอร์ซึ�งผ่านการเขย่ากบัชิ #นไม้ที�

ผ่านการปรับสภาพมาทดสอบแอกติวิตีของเอนไซม์ลิกนิโนไลติกพบว่า ราทั #งสามไอโซเลตมีการสร้าง

เอนไซม์ชนิดตา่งๆ ดงัแสดงในตารางที� 4.3 โดยเอนไซม์แอกติวิตีของแลคเคส ที�พบใน SK7 มีคา่มาก

ที�สดุ คือ 0.1532 ยูนิตตอ่มิลลิลิตร รองลงมาคือ KK16 มีคา่ 0.1259 ยนูิตต่อมิลลิลิตร และ CUT3        

มีคา่น้อยมาก ได้แก่ 0.0003 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร สําหรับแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสพบว่าราที�มีคา่แอกติวิตี

สงูสดุคือ SK7, CUT3 และ KK16 โดยมีคา่ 0.0213, 0.0192 และ 0.0146 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั 

และลิกนินเปอร์ออกซิเดสพบว่ามีคา่สงูที�สดุใน CUT3 คือ 0.0608 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ใน SK7 และ KK16 

มีคา่เล็กน้อย คือ 0.0079 และ 0.0026 ตามลําดบั  
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ตารางที 4.3 คา่แอกติวิตีของเอนไซม์จากรา SK7 KK16 และ CUT3 ที�บม่กบัชิ #นไม้ยคูาลิปตสัเป็นเวลา 

15 วนั  

เชื #อรา 
แอกตวิิตีของเอนไซม์ (ยนูิตตอ่มิลลิลิตร) 

แลคเคส แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส ลิกนินเปอร์ออกซิเดส 

SK7 0.1532+0.00a 0.0213+0.00a 0.0079+0.00b 

KK16 0.1259+0.00a 0.0146+0.00b 0.0024+0.00b 

CUT3 0.0003+0.00b 0.0192+0.00a 0.0608+0.02a 

* คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัแอกตวิิตีของเอนไซม์จากการทดลอง 5 ซํ #า+ส่วนเบี�ยงเบนมาตรฐาน  ตวัอกัษร

ยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกันอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที�ระดบัความ

เชื�อมั�น 95% (P<0.05)  

 
เมื�อนําไม้ที�ผ่านการปรับสภาพมาวิเคราะห์องค์ประกอบด้วยวิธีการเดียวกนักบัข้างต้น พบว่า

ลิกนินในไม้มีคา่ลดลงเมื�อเทียบกับไม้ที�ไม่ผ่านการปรับสภาพคิดเป็น 19.23%, 18.49% และ 15.45% 

เมื�อปรับสภาพโดยใช้รา SK7 CUT3 และ KK16 ตามลําดบั (ตารางที� 4.4) จึงเลือก SK7 ไปใช้ใน

ขั #นตอนการปรับสภาพเพื�อผลิตเยื�อแบบชีวภาพตอ่ไป 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ตารางที� 4.4 องค์ประกอบทางเคมีของไม้ที�ผา่นการปรับสภาพด้วยราเปรียบเทียบกบัไม้ที�ไมผ่า่นการปรับสภาพ

ชดุการทดลอง 
เซลลโูลส

ชดุควบคมุ 

(ไมป่รับสภาพ) 
48.38

SK7 49.60

CUT3 49.18

KK16 46.25

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีจากชดุการทดลอง 

มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตทิี�ระดบัความเชื�อมั�น 

 

องค์ประกอบทางเคมีของไม้ที�ผา่นการปรับสภาพด้วยราเปรียบเทียบกบัไม้ที�ไมผ่า่นการปรับสภาพ เปลี�ยนเป็นแบบข้างหลงั

% องค์ประกอบทางเคมี * 

เซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส ลิกนิน เถ้า อื�นๆ

48.38+0.81ab 15.49+0.29c 26.93+1.01b 0.0041+0.00b 9.19+1.29

49.60+0.97 a 18.00+0.53b 21.75+0.69 a 0.0017+0.00ab 10.64+

49.18+2.44ab 18.92+0.56ab 21.95+0.62 a 0.0031+0.00ab 10.03+

46.25+1.85b 19.83+1.63a 22.77+1.93 a 0.0040+0.00a 11.15+

คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีจากชดุการทดลอง 3 ซํ #า+ส่วนเบี�ยงเบนมาตรฐาน  ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�

มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตทิี�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05) 
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เปลี�ยนเป็นแบบข้างหลงั 

% ลิกนินที�

ลดลง อื�นๆ 

1.29a - 

+1.64a 19.23 

+1.88a 18.49 

+4.82a 15.45 

ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�



 

4.3 หาภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพชิ /นไม้เพื�อการผลิตเยื�อกระดาษแบบคราฟต์

4.3.1 การผลิตกระดาษจากเยื�อคราฟต์ชดุควบคมุจากชิ #นไม้ที�ไมผ่า่นการปรับสภาพ  

จากการผลิตเยื�อคราฟต์จากตวัอย่างชิ #นไม้เพื�อหาความเข้มข้นสารเคมีที�เหมาะสมในการต้ม

เยื�อ โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซ

คา่ซลัฟิดิตี 25% คา่อตัราส่วนของเหลวตอ่ไม้

เซลเซียส นาน 4 ชั�วโมง (

เป็นเวลา 50 นาที เพื�อให้ได้คา่สภาพระบายได้อยู่

เข้มข้นด่างมีค่าสภาพการระบายได้ของเยื�อ 

แตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�น 

จึงนําเวลาในการบดเยื�อที� 

นํ #าตาลดงัแสดงในรูปที� 4.2

หาภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพชิ /นไม้เพื�อการผลิตเยื�อกระดาษแบบคราฟต์

การผลิตกระดาษจากเยื�อคราฟต์ชดุควบคมุจากชิ #นไม้ที�ไมผ่า่นการปรับสภาพ  

จากการผลิตเยื�อคราฟต์จากตวัอย่างชิ #นไม้เพื�อหาความเข้มข้นสารเคมีที�เหมาะสมในการต้ม

เยื�อ โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์และโซเดียมซลัไฟด์ ที�คา่แอคทีฟอลัคาไลน์ 20%, 23%, 25% 

คา่อตัราส่วนของเหลวตอ่ไม้ (liquor to wood ratio) เป็น 

(ดดัแปลงจาก Su และคณะ, 2011; Segura และคณะ

นาที เพื�อให้ได้คา่สภาพระบายได้อยูใ่นช่วง 330-370 ml CSF โดยเยื�อที�ได้จา

เข้มข้นด่างมีค่าสภาพการระบายได้ของเยื�อ (freeness) ที�ระยะเวลาบดตั #งแต่ 

แตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% เมื�อวิเคราะห์ด้วยวิธี Duncan Multiple range test

จึงนําเวลาในการบดเยื�อที� 50 นาที ไปใช้ในการบดเพื�อผลิตเยื�อในครั #งต่อไป

4.2 

รูปที� 4.2 เยื�อที�ได้จากการผลิตเยื�อคราฟต์ชดุควบคมุ
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หาภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพชิ /นไม้เพื�อการผลิตเยื�อกระดาษแบบคราฟต์ 

การผลิตกระดาษจากเยื�อคราฟต์ชดุควบคมุจากชิ #นไม้ที�ไมผ่า่นการปรับสภาพ   

จากการผลิตเยื�อคราฟต์จากตวัอย่างชิ #นไม้เพื�อหาความเข้มข้นสารเคมีที�เหมาะสมในการต้ม

20%, 23%, 25% และ28% 

 7:1 ที�อณุหภูมิ 130 องศา

และคณะ, 2012) นํามาบดเยื�อ

โดยเยื�อที�ได้จากแตล่ะความ

ที�ระยะเวลาบดตั #งแต่ 0-50 นาที ไม่มีความ

Duncan Multiple range test 

ไปใช้ในการบดเพื�อผลิตเยื�อในครั #งต่อไป จากการบดเยื�อได้เยื�อสี

 

เยื�อที�ได้จากการผลิตเยื�อคราฟต์ชดุควบคมุ 



 

จากนั #นหาผลผลิตเยื�อ 

ขึ #นแผน่กระดาษนํ #าหนกัมาตรฐาน 

จากแตล่ะแอคทีฟอลัคาไลน์มีสีไม่แตกตา่งกนั

คาไลน์ 20% ที�มีสีอ่อนกว่าชดุทดลองอื�นเล็กน้อย 

กระดาษตา่งๆ ได้คา่ดงัแสดงในตารางที� 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 4.3 กระดาษที�ได้จากการผลิตเยื�อ ที�แอคทีฟอลัคาไลน์ 

จากซ้ายไปขวาตามลําดบั

 

จากการพิจารณาความเข้มข้นที�เหมาะสมในการผลิตเยื�อ พบว่าเมื�อเพิ�มความเข้มข้นของดา่ง

ที�ใช้ในการต้มเยื�อ ความแข็งแรงของกระดาษจะมีค่าเพิ�มขึ #น 

ใกล้เคียงกนั โดยเมื�อพิจารณาปริมาณดา่งที�เหลือพบว่า

ระบบมีมาก ซึ�งสิ #นเปลืองสารเคมีที�ใช้ในการผลิต และยงัได้ผลผลิตเยื�อที�น้อยลง ประกอบกบัคา่ความ

แข็งแรงของกระดาษที�ได้จากการต้มที�ความเข้มข้นดา่ง 

นยัสําคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 

ในขั #นตอนตอ่ไป  

จากนั #นหาผลผลิตเยื�อ (pulp yield) ตรวจสอบปริมาณดา่งที�เหลือในนํ #าดํา และนําเยื�อที�ได้มา

นํ #าหนกัมาตรฐาน 80 กรัมตอ่ตารางเมตร ได้กระดาษมีสีนํ #าตาลโดยพบว่ากระดาษที�ได้

จากแตล่ะแอคทีฟอลัคาไลน์มีสีไม่แตกตา่งกนัเมื�อพิจารณาด้วยตาเปล่ามีเพียงกระดาษที�ใช้แอคทีฟอลั

มีสีอ่อนกว่าชดุทดลองอื�นเล็กน้อย (รูปที� 4.3) จากนั #นจึงนํากระดาษที�ได้มา

กระดาษตา่งๆ ได้คา่ดงัแสดงในตารางที� 4.5  

กระดาษที�ได้จากการผลิตเยื�อ ที�แอคทีฟอลัคาไลน์ 20%, 23%, 25%

จากซ้ายไปขวาตามลําดบั 

จากการพิจารณาความเข้มข้นที�เหมาะสมในการผลิตเยื�อ พบว่าเมื�อเพิ�มความเข้มข้นของดา่ง

ารต้มเยื�อ ความแข็งแรงของกระดาษจะมีค่าเพิ�มขึ #น ค่าความเรียบและสมบตัิเชิงแสงมีความ

อพิจารณาปริมาณดา่งที�เหลือพบว่าที�ความเข้มข้นดา่ง 28% 

ระบบมีมาก ซึ�งสิ #นเปลืองสารเคมีที�ใช้ในการผลิต และยงัได้ผลผลิตเยื�อที�น้อยลง ประกอบกบัคา่ความ

แข็งแรงของกระดาษที�ได้จากการต้มที�ความเข้มข้นดา่ง 25% และ 28% ไม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% จึงได้เลือกความเข้มข้นดา่งที� 
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ตรวจสอบปริมาณดา่งที�เหลือในนํ #าดํา และนําเยื�อที�ได้มา

กรัมตอ่ตารางเมตร ได้กระดาษมีสีนํ #าตาลโดยพบว่ากระดาษที�ได้

มีเพียงกระดาษที�ใช้แอคทีฟอลั

จากนั #นจึงนํากระดาษที�ได้มาวดัคา่สมบตัิ

20%, 23%, 25% และ 28%    

จากการพิจารณาความเข้มข้นที�เหมาะสมในการผลิตเยื�อ พบว่าเมื�อเพิ�มความเข้มข้นของดา่ง

ค่าความเรียบและสมบตัิเชิงแสงมีความ

28% ปริมาณดา่งที�เหลือใน

ระบบมีมาก ซึ�งสิ #นเปลืองสารเคมีที�ใช้ในการผลิต และยงัได้ผลผลิตเยื�อที�น้อยลง ประกอบกบัคา่ความ

ไม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมี

ามเข้มข้นดา่งที� 25% มาใช้ในการผลิตเยื�อ



 

 

 

ตารางที� 4.5 ผลผลิตเยื�อ ความขาวสวา่ง และสมบตัเิชิงกลที�ได้จากการผลิตเยื�อด้วยดา่งที�ความเข้มข้นตา่งๆ

ความเข้มข้น 
สารเคมี 

ผลผลิตเยื�อ 
(pulp yeild,%)* 

ปริมาณดา่งที�
เหลือ(g/L)** 

20% 51.03+0.69a 1.23+0.19d 

23% 50.44+0.97ab 1.43+0.05c 

25% 49.53+0.72ab 2.13+0.05b 

28% 49.40+0.69b 3.26+0.00a 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการทดลอง 2 ครั #ง+สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน

** คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #ง ตอ่ 1 

***คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #งตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 

****คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดั 2 ชิ #นทดสอบ ตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 

ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตทิี�ระดบัความเชื�อมั�น 

ผลผลิตเยื�อ ความขาวสวา่ง และสมบตัเิชิงกลที�ได้จากการผลิตเยื�อด้วยดา่งที�ความเข้มข้นตา่งๆ  

ความขาวสวา่ง 
(brigthness, %)*** 

ความเรียบ  
(smoothness, s) 

ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีก
(tear index, mN.m2/g)

25.86*+0.37a 15.08+0.38b 5.05+0.87b 

25.15+0 .11b 15.74+0.17a 5.24+0.30b 

24.00+0.10c 15.77+0.11a 6.18+0.22a 

25.11+0.29b 15.74+0.33 a 6.49+0.28a 

สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน   

1 ตวัอยา่งนํ #าดํา+สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน  

ครั #งตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 1 แผน่ จํานวน 5 ตวัอยา่ง+สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน 

นทดสอบ ตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 1 แผน่ จํานวน 5 ตวัอยา่ง+สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน  

ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตทิี�ระดบัความเชื�อมั�น 95% 
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ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีก 
)**** 

ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึ  
(tensile index, N.m/g) ****   

61.28+1.46b 

 61.76+1.51ab 

63.34+1.25a 

62.45+1.45a 

95% (P<0.05)  



 

4.3.2 ปรับสภาพชิ #นไม้โดยแปรผนัปัจจยัที�เกี�ยวข้องในการปรับสภาพ 

จากการปรับสภาพไม้ด้วยรา 

และใช้ปริมาณเชื #อ 50, 75 

รูปที� 4.4  

 

รูปที� 4.4 ลกัษณะชิ #นไม้ที�ปกคลมุด้วยเส้นใยราเมื�อบม่เป็นระยะเวลา

 

นําไม้ไปต้มด้วยวิธีการคราฟต์ตามภาวะที�ได้ในข้อที� 

หาผลผลิตเยื�อ (pulp yield

 

 

 

 

10 วนั 

ปรับสภาพชิ #นไม้โดยแปรผนัปัจจยัที�เกี�ยวข้องในการปรับสภาพ 

จากการปรับสภาพไม้ด้วยรา SK7 โดยแปรผนัระยะเวลาในการบ่มเป็น 

50, 75 และ 100 มิลลิกรัมแห้งตอ่มิลลิลิตร พบว่ารามีการเจริญบนชิ #นไม้ดงัแสดงใน

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ลกัษณะชิ #นไม้ที�ปกคลมุด้วยเส้นใยราเมื�อบม่เป็นระยะเวลา 10, 20 

นําไม้ไปต้มด้วยวิธีการคราฟต์ตามภาวะที�ได้ในข้อที� 4.3.1 นําเยื�อที�ผ่านการต้มมาบด จากนั #น

pulp yield) และปริมาณดา่งที�เหลือ (residual alkali) ได้ผลดงัแสดงในตารางที� 

20 วนั 

30 วนั 
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ปรับสภาพชิ #นไม้โดยแปรผนัปัจจยัที�เกี�ยวข้องในการปรับสภาพ  

โดยแปรผนัระยะเวลาในการบ่มเป็น 10, 20 และ 30 วนั 

มิลลิกรัมแห้งตอ่มิลลิลิตร พบว่ารามีการเจริญบนชิ #นไม้ดงัแสดงใน

 และ 30 วนั 

นําเยื�อที�ผ่านการต้มมาบด จากนั #น

ได้ผลดงัแสดงในตารางที� 4.6 
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โดยพบว่าเมื�อเพิ�มปริมาณเชื #อและระยะเวลาในการบ่ม ผลผลิตเยื�อที�ได้มีค่าลดลง โดยที� 10 

วนั ลดลงคิดเป็น 0.53%-1.47% ที� 20 วนั ลดลงคิดเป็น 4.99%-6.22% และ 30 วนั ลดลงคิดเป็น 

8.46%-9.13%  

สําหรับปริมาณด่างที�เหลือ พบว่ามีค่าสูงขึ #นเมื�อเพิ�มระยะเวลาในการบ่ม โดยมีค่าสูงที�สุด

ในชว่งระยะเวลาบม่ระหว่างวนัที� 20-30 และเริ�มลดลงเมื�อเวลาในการบม่เพิ�มมากขึ #น โดยจากการปรับ

สภาพชว่ยทําให้ดา่งเหลือในระบบเพิ�มขึ #นคดิเป็น 6.10-23.47% เมื�อเทียบกบัชดุที�ไมป่รับสภาพด้วยรา  

 

ตารางที� 4.6 ผลผลิตเยื�อ (Pulp yield) และปริมาณดา่งที�เหลือ (residual alkali) หลงัการต้มชิ #นไม้ที�ผา่น

การบม่เป็นเวลา 10, 20 และ 30 วนั ร่วมกบัการใช้ปริมาณเชื #อ 50, 75 และ 100 มิลลิกรัมแห้ง 

ชดุการ
ทดลอง 

ระยะเวลาบม่ 
(วนั) 

ปริมาณเชื #อ 
(mg) 

ปริมาณดา่งที�เหลือ*** 
(residual alkali, g/L) 

ผลผลิตเยื�อ 
(Pulp yield,%)** 

ไมป่รับสภาพ - - 2.13+0.04d 49.53+0.72a 

ปรับสภาพ 

10 
50  2.26+0.05d 49.27+1.07a 
75 2.31+0.07c 48.91+0.34a 
100 2.33+0.04c 48.80+0.66a 

20 
50  2.53+0.04b 47.06+0.21b 
75  2.63+0.04a  46.64+0.53bc 

100 2.57+0.03b   46.45+0.66bcd 

30 
50 2.53+0.04b 45.34+0.47cd 
75 2.53+0.07b 45.23+0.78cd 
100 2.57+0.04b 45.01+0.58d 

*คา่เฉลี�ยของนํ #าหนกัที�ลดลงหลงัการปรับสภาพด้วยราจากการทดลอง 5 ซํ #า+สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน   

** คา่เฉลี�ยของผลผลิตเยื�อที�ได้จากการทดลอง 2 ซํ #า+สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน 

***คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #ง ตอ่ 1 ตวัอยา่งนํ #าดํา+สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน  

ตวัอักษรยกที�ต่างกันในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติที�

ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05)  
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เมื�อนําเยื�อมาผลิตกระดาษและนํามาทดสอบสมบัติเชิงกล (ตารางที� 4.7) พบว่าเมื�อเพิ�ม

ปริมาณเชื #อและระยะเวลาในการบ่ม ดชันีความแข็งแรงต่อแรงดึง (tensile index) ของกระดาษที�ต้ม

จากไม้ที�ผ่านการปรับสภาพด้วยรา มีคา่สงูขึ #นอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% เมื�อ

บม่เป็นเวลา 10 วนัปริมาณเชื #อ 100 มิลลิกรัมแห้ง และที�การบม่ 20 วนัเป็นต้นไป โดยมีคา่เพิ�มขึ #นสงูสดุ 

5.00% เมื�อปรับสภาพที� 30 วนั ในขณะที�ดชันีความต้านทานต่อแรงฉีก (tear index) ของชดุทดลองที�

ปรับสภาพด้วยรามีคา่ลดลงเมื�อเพิ�มระยะเวลาในการบม่และปริมาณเชื #อ  

 

ตารางที� 4.7 สมบตัิเชิงกลของกระดาษที�ผลิตจากไม้ยคูาลิปตสัด้วยวิธีการคราฟต์ เมื�อแปรผนัปริมาณ

เชื #อราที�ใช้และระยะเวลาในการบม่ 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดั 2 ชิ #นทดสอบ ตอ่ตวัอย่างกระดาษ 1 แผ่น จํานวน 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05) 

ชดุการทดลอง 
ระยะเวลา
บม่ (วนั) 

ปริมาณเชื #อ 
(mg) 

สมบตัเิชิงกล* 

ดชันีความต้านทานตอ่แรง
ดงึ (tensile index, N.m/g) 

ดชันีความต้านทานตอ่แรง
ฉีก(tear index, mN.m2/g) 

ไมป่รับสภาพ - - 63.34+1.25b 6.18+0.22a 

ปรับสภาพ 

10 

50 63.15+0.79b 5.97+0.22ab 

75 63.40+0.95b 5.92+0.19ab 

100 63.87+1.91ab 5.87+0.18abc 

20 

50 64.05+1.44ab 5.72+0.31bc 

75 65.53+1.08ab 5.75+0.49bc 

100 66.27+2.52a 5.70+0.14ab 

30 

50 64.66+2.30ab 5.58+0.48bc 

75 65.95+2.52ab 5.50+0.16c 

100 66.51+2.97a 5.48+0.19c 



42 

 

 

เมื�อนํากระดาษมาวดัสมบตัิเชิงแสงพบว่า ที�ระยะเวลาบม่ 20 วนัเป็นต้นไป ความขาวสว่าง

ของกระดาษที�ผลิตจากไม้ที�ผา่นการปรับสภาพด้วยรามีคา่เพิ�มขึ #นอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�น 

95% โดยเพิ�มขึ #น 1.1-1.8% เมื�อเทียบกบัชดุการทดลองที�ไม่ผ่านการปรับสภาพด้วยรา สําหรับความทึบ

แสงพบว่าค่าที�ได้จากชุดทดลองที�ปรับสภาพด้วยราและไม่ปรับสภาพไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�นที� 95% (ตารางที� 4.8) 

 

ตารางที� 4.8 สมบตัิเชิงแสงของกระดาษที�ผลิตจากไม้ยคูาลิปตสัด้วยวิธีการคราฟต์ เมื�อแปรผนัปริมาณ

เชื #อราที�ใช้และระยะเวลาในการบม่ 

ชดุการ
ทดลอง 

ระยะเวลา
บม่ (วนั) 

ปริมาณเชื #อ 
(mg) 

สมบตัเิชิงแสง* 

ความขาวสวา่ง
(Brightness, %) 

ความทึบแสง 
(Opacity, %) 

ไมป่รับสภาพ - - 24.20+0.10b 99.82+0.19a 

ปรับสภาพ 

10  

50 24.18 +0.26b 99.88+0.09a 

75 24.00+0.71b 99.83+0.05a 

100 24.05+1.20b 99.82+0.05a 

20  

50 24.64+0.93a 99.73+0.14a 

75 24.53+1.01a 99.85+0.06a 

100 24.47+ 0.94 a 99.80+0.10a 

30  

50 24.58+0.15a 99.82+0.25a 

75 24.53+0.11a 99.87+0.04a 

100 24.57+0.19a 99.88+0.05a 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #งตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 1 แผ่น วดัทั #งสิ #น 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐานตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05) 
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และจากการตรวจสอบคา่ความเรียบของกระดาษพบวา่เมื�อปรับสภาพด้วยรามีผลให้คา่ความ

เรียบของกระดาษที�ได้ลดลงเล็กน้อยแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที�ระดับความ

เชื�อมั�น 95% (ตารางที� 4.9) 

 

ตารางที� 4.9 ความเรียบ (smoothness) ของกระดาษที�ผลิตจากไม้ยูคาลิปตสัด้วยวิธีการคราฟต์ เมื�อ

แปรผนัปริมาณเชื #อราที�ใช้และระยะเวลาในการบม่ 

ชดุการ
ทดลอง 

ระยะเวลา
บม่ (วนั) 

ปริมาณเชื #อ 
(mg) 

ความเรียบ (smoothness, s) 

ไมป่รับสภาพ - - 15.77+0.11a 

ปรับสภาพ 

10  

50 15.59+0.49a 

75 15.58+0.63a 

100 15.61+0.98a 

20  

50 15.57+.0.23a 

75 15.53+0.23a 

100 15.54+ 0.26 a 

30  

50 15.49+0.15a 

75 15.52+0.20a 

100 15.51+0.31a 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #งตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 1 แผ่น วดัทั #งสิ #น 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐานตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05) 
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4.3.3 การตรวจสอบปริมาณเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนินที�เหลืออยู่ในเยื�อคราฟต์ที�ผ่าน

การปรับสภาพด้วยรา 

เมื�อนําเยื�อที�ผ่านการปรับสภาพด้วยรา SK7 และต้มด้วยวิธีการคราฟต์มาตรวจสอบ

องค์ประกอบทางเคมี พบว่าลิกนิน เฮมิเซลลโูลส และเซลลูโลสในเยื�อที�ผ่านการปรับสภาพและการต้ม

ด้วยสารเคมี มีคา่แตกตา่งกนัเล็กน้อย แตไ่ม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที�ระดบัความ

เชื�อมั�น 95% โดยเมื�อพิจารณาองค์ประกอบทางเคมีของเยื�อโดยเทียบจากผลผลิตเยื�อที�ได้ของแต่ละ

ภาวะ พบว่าเมื�อผ่านการต้มเยื�อ องค์ประกอบต่างๆ ภายในไม้มีการเปลี�ยนแปลงไป โดยเมื�อต้ม 

เซลลโูลสและลิกนินมีคา่ลดลง แตล่ิกนินมีคา่ลดลงมากกว่าซึ�งเป็นผลจากการทําปฏิกิริยาของสารเคมีที�

เกิดขึ #นระหวา่งการต้มเยื�อ (ตารางที� 4.10) 

 



 

 

 

 

ตารางที� 4.10 องค์ประกอบทางเคมีของเยื�อที�ได้จากการต้มด้วยไม้ที�ผา่นการปรับสภาพและไม่ปรับสภาพเปรียบเทียบกบัองค์ประกอบทางเคมีของชิ #นไม้ที�ไม่

ผา่นการต้มด้วยสารเคมี 

ชดุการทดลอง 
ระยะเวลา
บม่ (วนั) 

ชิ #นไม้ไมป่รับสภาพ - 

เยื�อไมป่รับสภาพ - 

เยื�อปรับสภาพ 

10 

20 

30 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 

องค์ประกอบทางเคมีของเยื�อที�ได้จากการต้มด้วยไม้ที�ผา่นการปรับสภาพและไม่ปรับสภาพเปรียบเทียบกบัองค์ประกอบทางเคมีของชิ #นไม้ที�ไม่

ปริมาณเชื #อ 
(mg) 

% องค์ประกอบทางเคมี* 

เซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส ลิกนิน 
- 48.38+0.81a 15.49+0.29a 26.93+1.01a 0.004
- 32.19+0.27 b 7.56 +1.23b 6.85+0.12b 0.005

100 31.91+0.60 b 8.06 +0.31b 6.68+0.39b 0.004

100 30.33+0.60 b 7.51+0.34b 6.26+0.29b 0.002

50 29.38+0.19 b 7.09+0.57b 5.83+0.47b 0.007

75 29.26+0.24 b 7.28+0.38b 5.63 +0.36b 0.005

100 29.17+0.12b 7.11+0.16b 5.54+0.48b 0.001

คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 3 ซํ #า+สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนั

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05) 

45 

องค์ประกอบทางเคมีของเยื�อที�ได้จากการต้มด้วยไม้ที�ผา่นการปรับสภาพและไม่ปรับสภาพเปรียบเทียบกบัองค์ประกอบทางเคมีของชิ #นไม้ที�ไม่

เถ้า อื�นๆ 

0.004+0.00a 9.19+1.29b 
0.005+0.001a 12.04+1.87 a 

0.004+0.001a 11.29+0.37 a 

0.002+0.001a 12.20+0.56 a 

0.007+0.002a 13.24+0.76 a 

0.005+0.001a 12.04+1.87 a 

0.001+0.001a 13.53+0.63 a 

สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนั
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จากผลการศกึษาระยะเวลาในการบม่และปริมาณเชื #อที�เหมาะสมในการปรับสภาพชิ #นไม้ด้วย

รา SK7 เมื�อนําผลที�ได้มาวิเคราะห์ด้วยวิธีพื #นที�ผิวตอบสนอง (Response surface methodology) โดย

พิจารณาคา่ตอบสนอง 2 คา่ ได้แก่คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึ (tensile index) และปริมาณดา่งที�

เหลือ (residual alkali) โดยศึกษาปัจจัย 2 ปัจจยั ได้แก่ ระยะเวลาในการบ่ม และปริมาณเชื #อที�ใช้ 

ประกอบด้วยชุดการทดลอง 9 ชุดทดลอง โดยค่าดัชนีความต้านทานต่อแรงดึง (ตารางที� 4.11) ที�

ระยะเวลาบม่ 30 วนั (X1) และ ปริมาณเชื #อ 100 มิลลิกรัมแห้ง (X2) สามารถให้คา่ดชันีความต้านทาน

ตอ่แรงดงึได้สงูที�สดุ เทา่กบั 66.51 Nm/g  

 

ตารางที� 4.11 ปัจจยัและรหสัของปัจจยัในการทดลองแบบ Central composite design (CCD) 

ตลอดจนผลการตอบสนองที�ได้ (ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึ) สําหรับการศกึษาระยะเวลาในการบม่

และปริมาณเชื #อที�เหมาะสมในการปรับสภาพไม้ด้วยรา 

 

ปัจจยั  รหสัของปัจจยั   ดชันีความต้านทานตอ่
แรงดงึ (tensile index, 

N.m/g) 
ระยะเวลาเวลาใน

การบม่ (วนั)  
ปริมาณเชื #อที�ใช้ 

(mg)  
X1  X2  

10  50  -1  -1  63.15 

10  75  -1  0  63.40  

10  100  -1  1  63.87  

20  50  0  -1  64.05 

20  75  0  0  65.53  

20  100  0  1  66.27     

30  50  1  -1  64.66 

30  75  1  0  65.95  

30  100  1  1  66.51 
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นําผลการทดลองที�ได้มาอธิบายความสมัพนัธ์ด้วยสมการรีเกรสชนั (regression) ระหวา่ง

ระยะเวลาในการบม่กบัปริมาณเชื #อที�ใช้ และการปรับสภาพไม้ด้วยราที�คดัเลือก โดยใช้โปรแกรม JMP 

software version 10 (StatSoft Inc., USA) ได้สมการรีเกรสชนัดงันี # 

Y = 65.42+1.12X1+0.80X2+0.28X1X2-0.69X1
2-0.21X2

2  
โดย Y คือคา่ตอบสนอง (ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึ,Nm/g) 

X1คือ ระยะเวลาในการบม่ (วนั) 
X2คือ ปริมาณเชื #อที�ใช้ (มิลลิกรัมแห้ง) 
เมื�อวิเคราะห์ความแปรปรวนของตวัแปรพบว่าค่า R2เท่ากับ 0.97 แสดงว่า การตอบสนอง

ดงักลา่วเป็นผลจากตวัแปรในคา่ตอบสนอง 97%  

จากค่าการตอบสนองสามารถสร้างแผนภาพพื #นที�ผิวการตอบสนอง (contour plot) เพื�อ

คํานวณหาคา่ที�เหมาะสมในแตล่ะปัจจยัที�สง่ผลให้ได้สมบตัขิองกระดาษสงูที�สดุ ดงัรูปที� 4.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 4.5  ภาพพื #นที�ผิวการตอบสนองแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งระยะเวลาในการบม่และปริมาณเชื #อที�

ใช้ตอ่คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึของกระดาษที�ผลิตได้จากการปรับสภาพชิ #นไม้ด้วยรา 
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ในส่วนของค่าปริมาณด่างที�เหลือ (ตารางที� 4.12) โดยที�ระยะเวลาบ่ม 20 วัน (X1) และ 

ปริมาณเชื #อ 75 มิลลิกรัมแห้ง (X2) สามารถให้คา่ปริมาณดา่งที�เหลือได้สงูที�สดุ เทา่กบั 2.63 กรัมตอ่ลิตร 

 

ตารางที� 4.12 ปัจจยัและรหสัของปัจจยัในการทดลองแบบ Central composite design (CCD) 

ตลอดจนผลการตอบสนองที�ได้ (ปริมาณดา่งที�เหลือ) สําหรับการศกึษาระยะเวลาในการบม่และปริมาณ

เชื #อที�เหมาะสมในการปรับสภาพไม้ด้วยรา 

ปัจจยั รหสัของปัจจยั 
ปริมาณดา่งที�เหลือ 

(residual alkali, g/L) 
ระยะเวลาเวลา
ในการบม่ (วนั)  

ปริมาณเชื #อที�ใช้ 
(mg)  

X1 X2 

10 50 -1 -1 2.26 

10 75 -1 0 2.31 

10 100 -1 1 2.33 

20 50 0 -1 2.53 

20 75 0 0 2.63 

20 100 0 1 2.57 

30 50 1 -1 2.53 

30 75 1 0 2.53 

30 100 1 1 2.57 

นําผลการทดลองที�ได้มาอธิบายความสมัพนัธ์ด้วยสมการรีเกรสชนั ระหวา่งระยะเวลาในการบม่กบั

ปริมาณเชื #อที�ใช้ และการปรับสภาพไม้ด้วยราที�คดัเลือก โดยใช้โปรแกรม JMP software version 10 

(StatSoft Inc., USA) ได้สมการรีเกรสชนัดงันี # 

Y = 2.59+0.122X1+0.025X2-0.008X1X2-0.155X1
2-0.025X2

2   
โดย Y คือคา่ตอบสนองตอ่ปริมาณดา่งที�เหลือ (g/l)  
X1คือระยะเวลาในการบม่ (วนั)  
X2คือ ปริมาณเชื #อที�ใช้ (มิลลิกรัมแห้ง)  
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เมื�อวิเคราะห์ความแปรปรวนของตวัแปรพบว่าคา่ R2เท่ากับ 0.98 แสดงว่า การตอบสนอง

ดงักลา่วเป็นผลจากตวัแปรในคา่ตอบสนอง 98%  

จากค่าการตอบสนองสามารถสร้างแผนภาพพื #นที�ผิวการตอบสนอง (contour plot) เพื�อ

คํานวณหาคา่ที�เหมาะสมในแตล่ะปัจจยัที�สง่ผลให้ได้สมบตัขิองกระดาษสงูที�สดุ ดงัรูปที� 4.6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 4.6 ภาพพื #นที�ผิวการตอบสนองแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งระยะเวลาในการบม่และปริมาณเชื #อ 

ที�ใช้ตอ่คา่ปริมาณดา่งที�เหลือของกระดาษที�ผลิตได้จากการปรับสภาพชิ #นไม้ด้วยรา 
 

จากการทดสอบสมการรีเกรสชนัของคา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึและปริมาณดา่งที�เหลือ

ในข้างต้น พบว่าค่าดชันีความต้านทานต่อแรงดึงที�ได้จากแผนภาพพื #นที�ผิวการตอบสนองมีลักษณะ

เฉียงขึ #น แสดงถึงแนวโน้มของค่าที�ยงัสามารถเพิ�มขึ #นได้ เมื�อเพิ�มปริมาณเชื #อและระยะเวลาในการบ่ม  

ในขณะที�ค่าปริมาณด่างที�เหลือจากแผนภาพพื #นที�ผิวการตอบสนองมีลักษณะโค้งลง ซึ�งแสดงถึง

แนวโน้มของคา่ปริมาณดา่งที�เหลือที�สงูขึ #น เมื�อเพิ�มระยะเวลาในการบม่จนถึงวนัที� 25 จึงเริ�มลดลง และ

จากคา่ตอบสนองพบวา่ระยะเวลาในการบม่มีผลตอ่คา่ปริมาณดา่งที�เหลือที�เพิ�มขึ #นมากกวา่ปริมาณเชื #อ 
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จากการทดสอบสมการรีเกรสชนัที�ได้ โดยทดลองซํ #าด้วยภาวะที�เหมาะสม พบว่าให้ค่าดชันี

ความต้านทานตอ่แรงดงึที� 67.32 Nm/g ซึ�งอยู่ในช่วงที�ทํานายได้ (65.71-67.38 Nm/g) และให้ปริมาณ

ดา่งที�เหลือที� 2.57 g/l ซึ�งอยู่ในช่วงทํานายได้เช่นกนั (2.53-2.69 g/l) ดงันั #นแสดงว่าสมการที�หาได้จาก

แผนการทดลองข้างต้นสามารถอธิบายค่าตอบสนองทั #งสองที�ได้จากการปรับสภาพชิ #นไม้ได้อย่าง

แมน่ยํา  

4.3.4 การทดลองหาผลของขนาดชิ #นไม้ในการปรับสภาพที�มีตอ่สมบตักิระดาษ 

เมื�อใช้ปริมาณเชื #อรา 100 มิลลิกรัมของนํ #าหนักแห้ง บ่มในชิ #นไม้ที�ผ่านการร่อนด้วยช่อง

ตะแกรงขนาด 9.5 มิลลิเมตร เป็นเวลา 20 และ 30 วนั นํามาผลิตกระดาษด้วยวิธีคราฟต์ และวดัค่า

ปริมาณดา่งที�เหลือได้ผลดงัแสดงในตารางที� 4.13 โดยพบว่าที�ระยะเวลาการบม่เท่ากนั คา่ปริมาณดา่ง

ที�เหลือของชดุทดลองจากไม้ที�ผา่นการร่อนมีคา่เพิ�มขึ #น เมื�อเทียบกบัปริมาณดา่งที�เหลือของชดุทดลองที�

ใช้ไม้ขนาดปกต ิโดยให้คา่ที�แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% 

 

ตารางที� 4.13 คา่ปริมาณดา่งที�เหลือที�ได้หลงัการต้มเยื�อจากไม้ที�ผ่านการร่อนซึ�งปรับสภาพด้วยราเทียบ

กบัไม้ขนาดปกต ิ

ภาวะ 
ปริมาณดา่งที�เหลือ (residual alkali, g/L)* 

ชดุควบคมุ 100 mg/ 20 วนั 100 mg/ 30 วนั 

ชิ #นไม้ปกติ 2.13+0.03a 2.57+0.03b 2.57+0.04b 

ชิ #นไม้ที�ผา่นการร่อน 2.18+0.03a 2.70+0.03a 2.64+0.04a 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #ง ตอ่ 1 ตวัอยา่งนํ #าดํา+สว่นเบี�ยงเบนมาตรฐาน  

ตวัอักษรยกที�ต่างกันในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติที�

ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05)  
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นําเยื�อมาผลิตกระดาษและทดสอบสมบตัิเชิงกลได้คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึ ดงัตาราง

ที� 4.14 โดยเมื�อเปรียบเทียบคา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึของชดุการทดลองจากไม้ที�ผ่านการร่อนกบั

ชดุการทดลองที�ใช้ไม้ขนาดปกติพบว่า ชดุการทดลองจากไม้ที�ผ่านการร่อนมีคา่ดชันีความต้านทานต่อ

แรงดงึตํ�ากว่า แตเ่มื�อพิจารณาคา่ดชันีความแข็งแรงตอ่แรงดงึของไม้ที�ผ่านการปรับสภาพเทียบกบัไม้ที�

ไมป่รับสภาพพบว่า การปรับสภาพด้วยราโดยใช้ไม้ที�ผ่านการร่อน ช่วยให้คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรง

ดงึเพิ�มขึ #นได้มากกวา่การปรับสภาพด้วยไม้ขนาดปกตคิดิเป็น 2.01 เทา่ (รูปที� 4.7) 

 

ตารางที� 4.14 ความต้านทานตอ่แรงดงึ (tensile index) ของกระดาษที�ผ่านการปรับสภาพด้วยราโดยใช้

ไม้ที�ผา่นการร่อนเทียบกบัสมบตัขิองไม้ขนาดปกต ิ 

ภาวะ  
ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึ  

(tensile index, N.m/g)* 
ชดุควบคมุ 100 mg/ 20 วนั 100 mg/ 30 วนั 

ชิ #นไม้ปกติ 63.34+1.25a 66.27+2.52a 66.51+2.97a 

ชิ #นไม้ที�ผา่นการร่อน 57.76+1.76b 63.13+1.87 b 62.93+0.70 b 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดั 2 ชิ #นทดสอบ ตอ่ตวัอย่างกระดาษ 1 แผ่น วดัทั #งสิ #น 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05) 
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รูปที� 4.7 กราฟเปรียบเทียบคา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึระหว่างชดุการทดลองที�ใช้ไม้ขนาดปกติกบั

ชดุการทดลองที�ใช้ไม้ที�ผา่นการร่อน เมื�อบม่ด้วยเชื #อ 100 มิลลิกรัมแห้ง เป็นเวลา 20 และ 30 วนั 

 

เมื�อวดัคา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีกของกระดาษได้ผลดงัตารางที� 4.15 โดยพบวา่ในชดุ

การทดลองที�ใช้ไม้ที�ผา่นการร่อน คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีกมีคา่ลดลงเมื�อเทียบกบัไม้ขนาดปกต ิ

และพบวา่เมื�อเพิ�มระยะเวลาในการปรับสภาพ คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีกมีคา่ลดลงเมื�อเทียบกบั

ชดุการทดลองที�ไมป่รับสภาพ โดยการลดลงของคา่ที�ได้จากชดุการทดลองที�ใช้ไม้ที�ผา่นการร่อนคิดเป็น 

1.82% น้อยกวา่ในชดุการทดลองที�ใช้ไม้ปกตซิึ�งลดลงคดิเป็น 7.77% 

เมื�อนํากระดาษมาวดัสมบตัิเชิงแสงได้ผลดงัตารางที� 4.16 และ 4.17 โดยพบว่าคา่ความขาว

สวา่งของกระดาษที�ผา่นการปรับสภาพด้วยราด้วยไม้ทั #งสองขนาดมีคา่เพิ�มขึ #นเล็กน้อย เมื�อเทียบกบัชดุ

ควบคมุที�ไมไ่ด้ปรับสภาพ โดยความขาวสวา่งของกระดาษจากชิ #นไม้ปกติมีคา่สงูกว่ากระดาษจากชิ #นไม้

ที�ผา่นการร่อนเล็กน้อย สําหรับคา่ความทบึแสงของกระดาษที�ได้จากการปรับสภาพไม้ทั #งสองขนาดไม่มี

ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% 
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ตารางที� 4.15 ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีก (tear index) ของกระดาษที�ผ่านการปรับสภาพด้วยราโดย

ใช้ไม้ที�ผา่นการร่อนเทียบกบัไม้ขนาดปกต ิ 

ภาวะ 
ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีก  

(tear index, mN.m2/g)* 
ชดุควบคมุ 100 mg/ 20 วนั 100 mg/ 30 วนั 

ชิ #นไม้ปกติ 6.18+0.22a   5.70+0.14a 5.48+0.19b 

ชิ #นไม้ที�ผา่นการร่อน 4.39+0.17b  4.31+0.13b 4.31+0.18a 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดั 2 ชิ #นทดสอบ ตอ่ตวัอย่างกระดาษ 1 แผ่น วดัทั #งสิ #น 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05)  

 

ตารางที� 4.16 คา่ความขาวสวา่ง (Brightness) ของกระดาษที�ผ่านการปรับสภาพด้วยราโดยใช้ไม้ที�ผ่าน

การร่อนเทียบกบัไม้ขนาดปกต ิ

ภาวะ 
ความขาวสวา่ง (Brightness, %)* 

ชดุควบคมุ 100 mg/ 20 วนั 100 mg/ 30 วนั 

ชิ #นไม้ปกติ 24.20+0.10a   24.47+ 0.09a 24.57+0.19 a 

ชิ #นไม้ที�ผา่นการร่อน 24.06+0.26b  24.30+0.11b 24.47+0.16 b 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #งตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 1 แผ่น วดัทั #งสิ #น 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05)  
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ตารางที� 4.17 คา่ความทึบแสง (opacity) ของกระดาษที�ผ่านการปรับสภาพด้วยราโดยใช้ไม้ที�ผ่านการ

ร่อนเทียบกบัไม้ขนาดปกต ิ

ภาวะ 
ความทึบแสง (opacity, %)* 

ชดุควบคมุ 100 mg/ 20 วนั 100 mg/ 30 วนั 

ชิ #นไม้ปกติ 99.82+0.19
a
 99.80+0.10

a
 99.88+0.05

a
 

ชิ #นไม้ที�ผา่นการร่อน 99.80+0.07
a
  99.82+0.05 a 99.83+0.05 a 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #งตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 1 แผ่น วดัทั #งสิ #น 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05)  

สําหรับคา่คา่ความเรียบ (smoothness) ของกระดาษที�ผา่นการปรับสภาพด้วยราในไม้ทั #งสอง

ขนาดไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (ตารางที� 4.18) 

 

ตารางที� 4.18 คา่ความเรียบ (smoothness) ของกระดาษที�ผ่านการปรับสภาพด้วยราโดยใช้ไม้ที�ผ่าน

การร่อนเทียบกบัไม้ขนาดปกต ิ

ภาวะ 
คา่ความเรียบ (smoothness, s) 

ชดุควบคมุ 100 mg/ 20 วนั 100 mg/ 30 วนั 

ชิ #นไม้ปกติ 15.77+0.11a   15.54+ 0.26 a 15.51+0.31a 

ชิ #นไม้ที�ผา่นการร่อน 15.81+0.43a  15.68+0.54a 15.63+0.45 a 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #งตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 1 แผ่น วดัทั #งสิ #น 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05)  
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4.4 การเปรียบเทียบสมบัตกิระดาษกับชุดการทดลองที�ปรับสภาพด้วยราสายพันธ์ุอ้างอิง  

จากการบ่มชิ #นไม้ ด้วยราที�คัดเลือกได้ (SK7) และสายพันธุ์ อ้างอิง (Phanerochaete 

chrysosporium) เป็นระยะเวลา 25 วนั ปริมาณเชื #อ 100 มิลลิกรัมแห้ง พบว่าราทั #งสองสายพนัธุ์มีการ

เจริญเต็มฟลาสก์ โดย P. chrysosporium มีการสร้างสปอร์เป็นสีขาวกระจายบนชิ #นไม้ (รูปที� 4.8 ก ) 

ในขณะที� SK7 ไม่พบการสร้างสปอร์ มีเพียงเส้นใยสีขาวขึ #นบางๆทั�วทั #งฟลาสก์ (รูปที� 4.8 ข) และชิ #นไม้

จากชุดทดลองที�ปรับสภาพด้วยราทั #งสองสายพนัธุ์มีสีอ่อนกว่าชิ #นไม้ที�ไม่ปรับสภาพด้วยรา (รูปที� 4.9    

ก-ค) นําไม้มาผลิตเยื�อและนํามาขึ #นแผน่กระดาษ พบวา่กระดาษที�ได้จากการปรับสภาพด้วยราทั #งสองมี

สีและลกัษณะไมแ่ตกตา่งกนัเมื�อพิจารณาด้วยตาเปล่า (รูปที 4.10)จากนั #นเปรียบเทียบประสิทธิภาพใน

การปรับสภาพชิ #นไม้ด้วยราที�คัดเลือกกับราสายพันธุ์ อ้างอิง โดยพิจารณาจากปริมาณด่างที�เหลือ 

(ตารางที� 4.19) พบวา่ปริมาณดา่งที�เหลือจากการต้มเยื�อที�ผ่านการปรับสภาพด้วยราในชดุการทดลองที�

ใช้รา SK7 และ P. chrysosporium มีค่าด่างที�เหลือเพิ�มขึ #นอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที�ระดบัความ

เชื�อมั�น 95% โดยคิดเป็น 21.8% และ 22.75% ตามลําดบั เมื�อเทียบกับชุดควบคมุที�ไม่ผ่านการปรับ

สภาพด้วยรา 

 

 

 

 

 

ก)                ข) 

     รูปที� 4.8 ลกัษณะการเจริญของราบนชิ #นไม้ ก) Phanerochaete chrysosporium   ข) SK7      

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 4.9 ชิ #นไม้จากชดุการทดลอง

สายพนัธุ์อ้างอิง ค) ไมป่รับสภาพด้วยรา

 

 

รูปที� 4.10 กระดาษที�ได้จากการผลิตเยื�อคราฟต์ ก

เหมาะสม  ข) จากไม้ที�ปรับสภาพด้วยราสายพนัธุ์อ้างอิงด้วยภาวะที�เหมาะสม 

สภาพ 

 

  ก) 

จากชดุการทดลอง ก) ผา่นการปรับสภาพด้วยราที�คดัเลือก ข) 

ไมป่รับสภาพด้วยรา 

กระดาษที�ได้จากการผลิตเยื�อคราฟต์ ก) จากไม้ทีปรับสภาพด้วยราที�คดัเลือกด้วยภาวะที�

จากไม้ที�ปรับสภาพด้วยราสายพนัธุ์อ้างอิงด้วยภาวะที�เหมาะสม 

  ข)    

ก) ข) 
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) ผ่านการปรับสภาพด้วยรา

 
จากไม้ทีปรับสภาพด้วยราที�คดัเลือกด้วยภาวะที�

จากไม้ที�ปรับสภาพด้วยราสายพนัธุ์อ้างอิงด้วยภาวะที�เหมาะสม ค) ไม้ที�ไมผ่า่นการปรับ

  ค) 

ค) 
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ตารางที� 4.19 ค่าปริมาณดา่งที�เหลือที�ได้หลงัการต้มเยื�อจากไม้ซึ�งปรับสภาพด้วยราที�คดัเลือกและรา

สายพนัธุ์อ้างอิง 

ภาวะ 
ปริมาณดา่งที�เหลือ* 

(residual alkali, g/L) 

25% (ชดุควบคมุ) 2.11+0.04
b

 

SK7 2.57+0.04
a
 

P. chrysosporium 2.59+0.03
a
 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอย่าง 5 ครั #ง ต่อ 1 ตวัอย่างนํ #าดํา+ส่วนเบี�ยงเบนมาตรฐานตวัอกัษรยกที�

ต่างกันในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติที�ระดับความ

เชื�อมั�น 95% (P<0.05)  

 

เมื�อวดัสมบตัิเชิงแสงของกระดาษ พบว่าคา่ความขาวสว่าง (brightness) ของกระดาษที�ผ่าน

การปรับสภาพด้วยรา SK7 มีคา่เพิ�มขึ #นเล็กน้อย (0.78%) และที�ปรับสภาพด้วย P.chrysosporium มีคา่

ลดลง 4.15% เมื�อเทียบกบัชดุควบคมุ ในขณะที�ความทึบแสงของไม้ทั #งสองขนาดไม่มีความแตกตา่งกนั

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(ตารางที� 4.20) 

สําหรับสมบตัเิชิงกล (ตารางที� 4.21) พบวา่คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึของเยื�อที�ผ่านการ

ปรับสภาพด้วยรา SK7 และ P. chrysosporium มีคา่เพิ�มขึ #น 4.37% และ 4.31% ตามลําดบั ในขณะที�

คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีกมีคา่ลดลง 9.39% และ 3.30% ตามลําดบัเมื�อเทียบกบัชดุควบคมุที�ไม่

ผา่นการปรับสภาพด้วยรา   

และสําหรับความเรียบของกระดาษทีได้จากการปรับสภาพด้วยราทั #งสองสายพนัธุ์พบว่าไม่มี

ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตเิมื�อเทียบกบัชดุควบคมุที�ไมป่รับสภาพด้วยรา (ตารางที� 4.22) 
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ตารางที� 4.20 เปรียบเทียบสมบตัิเชิงแสงของกระดาษที�ผ่านการปรับสภาพด้วยราที�คดัเลือก (SK7) กบั

ราสายพนัธุ์อ้างอิง (Phanerochaete chrysosporium) 

ภาวะ 
สมบตัเิชิงแสง* 

 ความขาวสวา่ง 
 (Brightness, %) 

 ความทึบแสง 
 (Opacity, %) 

ชดุควบคมุ  24.32+0.13a 99.83+0.04 a 

SK7  24.51+0.34a 99.87+0.06 a 

P. chrysosporium  23.31+0.32b 99.85+0.03 a 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #งตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 1 แผ่น วดัทั #งสิ #น 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐานตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05)  

 

 

ตารางที� 4.21 เปรียบเทียบค่าความเรียบ (smoothness) ของกระดาษที�ผ่านการปรับสภาพด้วยราที�

คดัเลือก (SK7) กบัราสายพนัธุ์อ้างอิง (Phanerochaete chrysosporium) 

ภาวะ ความเรียบ (smoothness, s) 

ชดุควบคมุ  15.68+0.32a 

SK7  15.56+0.34a 

P. chrysosporium  15.60+0.22a 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดัตวัอยา่ง 5 ครั #งตอ่ตวัอยา่งกระดาษ 1 แผ่น วดัทั #งสิ #น 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐานตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05)  
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ตารางที� 4.21 เปรียบเทียบสมบตัเิชิงกลของกระดาษที�ผา่นการปรับสภาพด้วยราที�คดัเลือก (SK7) กบัรา

สายพนัธุ์อ้างอิง (Phanerochaete chrysosporium) 

ภาวะ 
สมบตัเิชิงกล* 

ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึ 
(tensile index, N.m/g) 

ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีก 
(tear index, mN.m2/g) 

ชดุควบคมุ 64.50+0.70b 6.07+0.29a 

SK7 67.32+2.86 a 5.50+0.26b 

P. chrysosporium 67.28+2.15 a 5.87+0.15a 

*คา่เฉลี�ยที�ได้จากการวดั 2 ชิ #นทดสอบ ตอ่ตวัอย่างกระดาษ 1 แผ่น จํานวน 5 ตวัอย่าง+ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ตวัอกัษรยกที�ตา่งกนัในแนวดิ�งแสดงผลการทดลองที�มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P<0.05) 
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บทที� 5  

อภปิรายผลการวิจัย 

 

5.1 เลี /ยงราเน่าขาวสายพันธ์ุต่างๆ และคัดเลือกราที�มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ที�

เหมาะสม   

5.1.1 การเลี #ยงราเนา่ขาวสายพนัธุ์ตา่งๆ  

จากการเลี #ยงราเน่าขาวจากหน่วยปฏิบตัิการวิจัยและใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืชในอาหาร

สตูร MEA เป็นเวลา 7 วนั ที�อณุหภูมิห้อง ราสามารถเจริญได้ 14 ไอโซเลต โดยราดงักล่าวประกอบด้วย

รากลุ่มเห็ดสร้างดอกบนขอนไม้และรากลุ่มรีซูพิเนต (resupinate fungi) ซึ�งมีการเจริญในลกัษณะแผ่

ราบบนไม้ โดยโคโลนีของราที�เพาะเลี #ยงมีลักษณะแบนและไม่สร้างสปอร์ โดยในบางไอโซเลตพบว่า

เจริญได้เร็วไมแ่ตกตา่งจาก Phanerocheate chrysosporium ที�เป็นสายพนัธุ์มาตรฐาน 

5.1.2 ทดสอบการสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลตกิ 

จากการศกึษาการสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลติกด้วยวิธี Plate screening method ในกรณีการ

ตรวจสอบการสร้างเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดสด้วยการเติม azure B ในอาหารแข็ง โดยสงัเกตการ

สร้างเอนไซม์จากการเปลี�ยนแปลงวงสีอาหารรอบโคโลนีจากสีนํ #าเงินเป็นไม่มีสี ซึ�งเป็นผลจาก 

decolorized ของ azure B ด้วยเอนไซม์ โดย azure B เป็นสารสงัเคราะห์ที�มีความจําเพาะตอ่การ

ตรวจสอบเอนไซม์กลุ่มเพอร์ออกซิเดสและไม่มีการตอบสนองตอ่แลคเคส (Archibald, 1992) ซึ�งจาก

การทดสอบพบว่าราที�ทําให้เกิดการเปลี�ยนแปลงวงสีของอาหารแข็งดงักล่าวมี 2 ไอโซเลต ได้แก่ SK7 

และ CUT3 รวมถึงพบการเปลี�ยนแปลงวงสีในราสายพนัธุ์อ้างอิงคือ P. chrysosporium ซึ�งสอดคล้อง

รายงานที�ผา่นมาซึ�งพบวา่ P. chrysosporium มีการสร้างลิกนินเปอร์ออกซิเดสได้ดี โดยลิกนินเปอร์ออก

ซิเดสเป็นเอนไซม์ที�สําคญัของราเน่าขาวซึ�งสามารถให้คา่ redox potential สงูกว่าเอนไซม์เปอร์ออกซิเด

สและออกซิเดสชนิดอื�นๆ (Hammel และคณะ, 1986; Kersten และคณะ, 1990) และมีรายงานว่ามีคา่ 

ionization potential (IP) สงูถึง 9.0 eV (Have และคณะ, 1998) ลิกนินเปอร์ออกซิ           เดสมีบทบาท

สําคญัในการผลิตเยื�อแบบชีวภาพดงัเห็นได้จาก P. chrysosporium ซึ�งเป็นราเน่าขาวที�ให้ประสิทธิภาพ
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สงูในการผลิตเยื�อแบบชีวภาพ และพบว่าสามารถสร้างลิกนินเปอร์ออกซิเดสได้ดี (Singh และ Chen, 

2008) ราที�สร้างลิกนินเปอร์ออกซิเดสจงึมีความนา่สนใจในการนําไปใช้ในการปรับสภาพในขั #นตอ่ไป  

สําหรับการทดสอบแลคเคสด้วยการเติม ABTS ในอาหารแข็ง โดยสงัเกตการสร้างเอนไซม์

จากการเปลี�ยนแปลงสีของอาหารรอบโคโลนีราจากสีขาวเป็นสีเขียว ซึ�งสีที�เกิดขึ #นเป็นผลจากการที� 

ABTS ถกูออกซิไดซ์ กลายเป็น ABTS radical ซึ�งจะให้สีเขียวถึงสีม่วง โดย ABTS เป็นสารที�จําเพาะตอ่

เอนไซม์กลุ่ม extracellular radical-generating enzymes ซึ�งรวมถึงแลคเคส (Hatakka และคณะ, 

2001) จากการทดสอบพบว่าราที�ทําให้เกิดการเปลี�ยนแปลงวงสีของอาหารแข็งได้มี 6 ไอโซเลต โดย 

SK7 ให้คา่เส้นผา่นศนูย์กลางการเปลี�ยนแปลงวงสีที�ดีที�สดุ รองลงมาคือ KK16 

และในการตรวจสอบการสร้างแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสใช้ phenol red เป็นสารตั #งต้นเติมใน

อาหารแข็ง โดยแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ที�ต้องการไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และแมงกานีส

อิสระเป็นเมดิเอเตอร์ในปฏิกิริยา (Shrestha, 2008; Thongkred และคณะ, 2011) ซึ�งตรวจสอบการ

สร้างได้จากการเกิดวงสีแดงชมพูรอบโคโลนีของรา จากการตรวจสอบเอนไซม์ชนิดนี #ในราที�ทดสอบ

พบว่าไม่มีการเปลี�ยนแปลงของวงสี จึงอาจเป็นไปได้ว่าราที�ใช้ในการทดสอบไม่มีการสร้างแมงกานีส

เปอร์ออกซิเดสในปริมาณที�สามารถตรวจสอบได้โดยวิธีนี # หรือมีการสร้างแตไ่ม่สามารถตรวจสอบได้โดย

วิธีดงักลา่ว 

5.1.3 การทดสอบเซลลเูลส 

โดยทั�วไปแล้วราเนา่ขาวจะมีการสร้างเอนไซม์เพื�อใช้ประโยชน์ที�ตา่งกนั ขึ #นกบัสายพนัธุ์ของรา 

(Blanctte และคณะ,1988; 1992) ราเน่าขาวแต่ละสายพนัธุ์อาจมีการสร้างเซลลเูลสในปริมาณมาก

หรือน้อย ซึ�งราที�มีการสร้างเซลลูเลสปริมาณน้อย เป็นราที�มีประสิทธิภาพในการนําไปใช้ในงานที�มี

วัตถุประสงค์ในการกําจัดลิกนินแบบจําเพาะและต้องการรักษาส่วนที�เป็นเซลลูโลสไว้ ซึ�งจากการ

ตรวจสอบการสร้างเซลลูเลสในราที�มีการสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลติกได้ดีในข้างต้น พบว่ามีเพียงรา KK 

66 ที�ทําให้เกิดการเปลี�ยนแปลงของอาหารแข็งเมื�อทดสอบด้วยอาหารสตูร CBM ที�เติม CMC เป็นสาร

ตั #งต้น โดยเมื�อ CMC ถกูย่อยสลายด้วยเซลลเูลสจะเกิดการเปลี�ยนโครงสร้าง และเมื�อใช้แกรมไอโอดีน

ย้อม อาหารแข็งสว่นที�มี CMC จะตดิสีในขณะที�บริเวณที� CMC ถกูยอ่ยด้วยเซลลเูลสจะเห็นเป็นวงใสไม่

ตดิสีนํ #าตาลของแกรมไอโอดีน (Kasana, 2008)  
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จากข้อมลูผลการทดสอบเอนไซม์ดงักล่าวจึงสรุปได้ว่า SK7 CUT3 และ KK16 มีการสร้าง

เอนไซม์ลิกนิโนไลติกได้ดีและไม่สร้างเซลลูเลส ซึ�งมีความเหมาะสมแก่การคดัเลือกเพื�อนําไปใช้ปรับ

สภาพในขั #นตอนตอ่ไป 

 

5.2 การคัดเลือกราที�มีความเหมาะสมกับการปรับสภาพชิ /นไม้  

5.2.1 องค์ประกอบทางเคมีของไม้ตวัอยา่ง 

จากการตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของไม้ยูคาลิปตัสด้วยวิธีวิเคราะห์ % Neutral 

detergent fiber (NDF) ซึ�งเป็นวิธีหาเปอร์เซ็นต์องค์ประกอบภายในไม้โดยใช้สารเคมีในการทําปฏิกิริยา

กบัองค์ประกอบตา่งๆ และคํานวณเป็นสดัส่วนจากนํ #าหนกัคงเหลือของไม้ โดยนําไม้มาทําปฏิกิริยากับ

สารเคมีที�เป็นกลาง (neutral detergent) เพื�อละลายสารแทรก (extractive) ต่อมาเฮมิเซลลโูลสจะถูก

ละลายด้วยสารเคมีที�เป็นกรด (acid detergent) ลิกนินจะถูกทําปฏิกิริยาด้วยสารละลาย combine 

permanganate lignin และถกูชะออกมาด้วยสารละลายกรด และขั #นสุดท้ายเซลลโูลสจะถกูคํานวณ

จากการนําตวัอย่างไปเผาที�อณุหภูมิ 500 องศาเซลเซียส (นฤมล ชบูวัทอง, 2550)  จากวิธีการดงักล่าว

พบว่าไม้ยูคาลิปตัสตัวอย่างที�ใช้ในการทดลองมีปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เป็น 

48.38%, 15.49% และ 26.93% ตามลําดบั ซึ�งสอดคล้องกับรายงานที�ผ่านมาที�พบว่าปริมาณของ

เซลลูโลสในไม้ยูคาลิปตสัโดยปกติมีค่าอยู่ในช่วง 40.2%-50.0% เฮมิเซลลูโลสอยู่ในช่วง 15.9%-19% 

และลิกนินอยู่ในช่วง 22.9%-27.1% (Ferraz และคณะ 2000; Canettieri และคณะ, 2007; Barneto 

และคณะ, 2011) ซึ�งปริมาณองค์ประกอบทางเคมีของไม้ชนิดต่างๆ มีความแตกต่างกันขึ #นกับหลาย

ปัจจยั เช่น ชนิดและสายพนัธุ์ของพืช อาย ุระยะการเจริญ รวมไปถึงสภาพแวดล้อม (Singh และคณะ, 

2010) โดยองค์ประกอบภายในไม้มีผลต่อความเหมาะสมในการนําไปใช้ประโยชน์และการย่อยสลาย

องค์ประกอบของราที�มีการเจริญบนไม้ (Tuor และคณะ 1995) 

5.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพในการปรับสภาพไม้ยคูาลิปตสัด้วยราที�คดัเลือกได้  

จากการศึกษาประสิทธิภาพในการปรับสภาพไม้ด้วยราที�คดัเลือก ได้แก่ SK7 CUT3 และ

KK16 พบว่าสามารถทําให้ลิกนินภายในไม้มีค่าลดลงเมื�อเทียบกับไม้ที�ไม่ปรับสภาพคิดเป็น 19.23%, 

18.49% และ 15.45% ตามลําดบั ที�ระยะเวลาบม่ 15 วนั ซึ�งมีความสอดคล้องกบัการศกึษาที�ผ่านมา 

ซึ�งมีรายงานว่าราเน่าขาวหลายชนิดให้ประสิทธิภาพที�ดีในการปรับสภาพไม้ยูคาลิปตัส ได้แก่ 
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Peniophora lycii, Ceriporiopsis subvermispora, P. chrysosporium และTrametes sp. เป็นต้น ซึ�ง

สามารถทําให้ลิกนินในไม้มีคา่ลดลงตั #งแต ่5%-20% เมื�อเทียบกบัไม้ที�ไม่ปรับสภาพที�ระยะเวลาบม่ 7-

21 วนั (Ferraz และคณะ, 2003; Yang และคณะ, 2007; Speranza และคณะ, 2009; Yadav และ

คณะ, 2010)  

สําหรับการตรวจสอบเอนไซม์ลิกนิโนไลติกของราหลงัการปรับสภาพพบว่า SK7 มีการสร้าง

เอนไซม์ 2 ชนิด โดยมีแอกติวิตีของแลคเคสสูงที�สุด (0.1532 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) และมีแอกติวิตีของ

แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสสูงเป็นอนัดบัสอง (0.019 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) สําหรับ CUT3 มีแอกติวิตีของ

ลิกนินเปอร์ออกซิเดสสูงที�สุด (0.0601 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) และ KK16 มีการสร้างแมงกานีสเปอร์ออก               

ซิเดสได้ดีที�สุด (0.153 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ซึ�งแอกติวิตีของราที�ศึกษาได้สอดคล้องกับค่าการลดลงของ

ลิกนินซึ�งวดัได้จากการตรวจสอบองค์ประกอบของไม้ในข้างต้น 

ทั #งนี #ในผลการตรวจสอบแอกติวิตีของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสพบว่าไม่สอดคล้องกับการ

ตรวจสอบการสร้างเอนไซม์ในอาหารแข็ง ซึ�งคาดว่าเป็นผลจากในการทดสอบโดยใช้อาหารแข็งการ

สมัผสักบัอาหารและสารจําเป็นในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม์หรือเมดิเอเตอร์ในปฏิกิริยาอาจเกิดได้ไม่

ดี ตา่งจากการทําปฏิกิริยาของการวดัเอนไซม์เชิงปริมาณซึ�งอยูใ่นรูปสารละลายเอนไซม์ จึงทําให้คา่ที�ได้

ไมส่อดคล้องกบัการวดัเชิงปริมาณ 

จากการทดสอบประสิทธิภาพในการปรับสภาพของราโดยพิจารณาค่าแอกติวิตีของการ

เปลี�ยนแปลงองค์ประกอบไม้ รา SK7 จงึมีความเหมาะสมที�จะนําไปใช้ในการปรับสภาพเพื�อผลิตเยื�อใน

ขั #นตอ่ไป 

 

5.3 การหาภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพชิ /นไม้เพื�อการผลิตเยื�อกระดาษแบบคราฟต์ 

5.3.1 การผลิตกระดาษจากเยื�อคราฟต์ชดุควบคมุจากชิ #นไม้ที�ไมผ่า่นการปรับสภาพ   

การผลิตเยื�อคราฟต์เป็นการผลิตเยื�อเคมีที�ใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์และโซเดียมซลัไฟด์เป็นสาร

ในการทําปฏิกิริยาในการกําจดัลิกนินและทําให้เกิดการแยกออกจากกนัของเยื�อ โดยจะแสดงคา่สารเคมี

ที�ใช้ในรูปของแอคทีฟอลัคาไลน์ (active alkaline) หรือ (effective alkaline) และคา่ซลัฟิดิตี (sulfidity) 

ซึ�งบอกถึงสารเคมีที�ทําปฏิกิริยาในระหว่างการผลิตเยื�อ (Casey, 1980) คา่ซลัฟิดิตีมีการใช้ตั #งแต1่0%-



64 

 

40% แตโ่ดยปกตินิยมใช้ที� 25% (Fujioka และ Nishiyama, 1974; Yang และ Lai, 1997; Rahmati, 

2001) โดยระหว่างการต้มเยื�อ ซลัไฟด์ไอออน (S-) ไฮโดรเจนซลัไฟด์ไอออน (SH- ) และ ไฮดรอกไซด์

ไออน (OH-) จะทําปฏิกิริยากับลิกนิน สารที�เป็นกรดอินทรีย์ และสารแทรกในไม้ (Lindedahl, 2008) 

โดยในการย่อยสลายลิกนิน SH- และ OH- จะทําปฏิกิริยาลิกนินบริเวณที�เป็นพนัธะ β-aryl ether และ 

α-aryl ether (Chakar, 2004) การเพิ�มหมู่ไอออนที�ทําปฏิกิริยาช่วยให้เยื�อคราฟต์มีความแข็งแรงสงู แต่

มีคา่ความขาวสวา่งตํ�าเมื�อไมผ่า่นการฟอก ผลผลิตเยื�อที�ได้มีคา่ในชว่ง 40-50%  

จากการผลิตเยื�อคราฟต์ด้วยตวัอยา่งชิ #นไม้เพื�อหาความเข้มข้นสารเคมีที�เหมาะสมในการผลิต

เยื�อ พบวา่คา่ผลผลิตเยื�อที�ได้มีความสอดคล้องกบัการศกึษาที�ผา่นมา และพบวา่เวลาที�เหมาะสมในการ

บดเยื�อให้มีสภาพระบายได้ที�เหมาะสม (320-370 ml CSF) อยู่ที� 50 นาที ซึ�งเป็นระยะเวลาที�นําไปใช้

สําหรับบดเยื�อในครั #งตอ่ไป  

และเมื�อพิจารณาความเข้มข้นที�เหมาะสมในการผลิตเยื�อ พบว่าเมื�อเพิ�มความเข้มข้นของดา่ง

ที�ใช้ในการต้มเยื�อ ความแข็งแรงของกระดาษจะมีคา่เพิ�มขึ #น เนื�องจากการแยกตวัของเส้นใยเกิดได้ดีขึ #น

อนัเป็นผลจากการมีสารเคมีที�ทําปฏิกิริยาในระบบเพิ�มขึ #น (Casey, 1980) ซึ�งส่งผลให้ผลผลิตเยื�อที�ได้

ลดลง สอดคล้องกบัรายงานของ Rautiainen และ Alén (2009) ดงันั #นเมื�อพิจารณาความเข้มข้นดา่งที� 

28% พบว่าปริมาณด่างที�เหลือในระบบมีมาก ซึ�งสิ #นเปลืองสารเคมีที�ใช้ในการผลิต และยงัมีผลให้

ผลผลิตเยื�อที�ได้น้อยลง ประกอบกับค่าความแข็งแรงของกระดาษที�ได้จากการต้มที�ความเข้มข้นด่าง 

25% และ 28% ไม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% จึงได้เลือก

ความเข้มข้นดา่งที� 25% มาใช้ในการผลิตเยื�อในขั #นตอนตอ่ไป  

5.3.2 การปรับสภาพชิ #นไม้โดยแปรผนัปัจจยัที�เกี�ยวข้องในการปรับสภาพ  

จากการนําชิ #นไม้มาปรับสภาพด้วยราที�คดัเลือกได้ (SK7) พบว่ารามีการเจริญเป็นเส้นใย

บางๆ คลมุชิ #นไม้ทั�วทั #งฟลาสก์ ไมมี่การสร้างสปอร์ โดยเมื�อเวลาในการบม่เพิ�มขึ #น การเจริญของเส้นใยมี

ความหนาแนน่ของเส้นใยเพิ�มขึ #นอยา่งชดัเจน  

จากสมบัติของกระดาษที�ได้จากการปรับสภาพด้วยราที�คัดเลือก พบว่าความเรียบของ

กระดาษที�ได้จากชุดทดลองที�ปรับสภาพไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติกับกระดาษชุด

ควบคมุ  



65 

 

สําหรับสมบตัิด้านความแข็งแรงพบว่า การปรับสภาพด้วยราช่วยเพิ�มค่าดชันีความต้านทาน

ตอ่แรงดงึได้สงูสดุ 5.0% เมื�อปรับสภาพที� 30 วนั ซึ�งสอดคล้องกบัการรายงานที�ผ่านมาที�พบว่า การใช้

ราเน่าขาวในการปรับสภาพไม้ยคูาลิปตสัสามารถเพิ�มคา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึ (tensile index) 

ได้ในช่วง 3.13%-13.7% (Gutiearrez และคณะ, 2000; Bajpai และคณะ, 2001) โดยจากการศกึษา

ความสัมพันธ์ของตัวแปร (ระยะเวลาในการบ่มและปริมาณเชื #อ) และค่าตอบสนอง (ค่าดชันีความ

ต้านทานต่อแรงดึง) จากแผนภาพการตอบสนองที�ได้ พบว่าค่าดัชนีความต้านทานต่อแรงดึงยังมี

แนวโน้มเพิ�มขึ #นเมื�อเพิ�มระยะเวลาในการบม่และปริมาณเชื #อ  

สําหรับดชันีความต้านทานต่อแรงฉีก (tear index) ของชุดทดลองที�ปรับสภาพด้วยรามีค่า

ลดลงเมื�อเพิ�มระยะเวลาในการบ่มและปริมาณเชื #อ ซึ�งสอดคล้องกับการศึกษาที�ผ่านมาซึ�งรายงานว่า

การปรับสภาพด้วยราจะสง่ผลให้คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีกลดลงเมื�อเทียบกบัชดุทดลองที�ไม่ปรับ

สภาพ โดยมีคา่ลดลงตั #งแต ่3.18%-14.6% (Gutiearrez และคณะ, 2000; Bajpai และคณะ, 2001)  

จากการเพิ�มขึ #นของคา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึและการลดลงของคา่ดชันีความต้านทาน

ต่อแรงฉีกของกระดาษเมื�อใช้ไม้ที�ปรับสภาพด้วยราดังกล่าว สามารถอธิบายได้จากการศึกษาของ 

Yadav และคณะ (2010) โดยพบว่าผนงัเส้นใยของไม้ที�ผ่านการปรับสภาพด้วยราเน่าขาวมีลกัษณะ

บวมและอ่อนนุ่ม รวมถึงรายงานของ Yang และคณะ (2007) ที�พบว่าการปรับสภาพไม้ด้วยราเน่าขาว

จะชว่ยเพิ�มการแตกแขนงของเส้นใย (fibrillation) ซึ�งการที�เส้นใยอ่อนนุ่มและแตกแขนงมากจะส่งผลให้

การทําพนัธะของเส้นใยเกิดได้ดีขึ #น (Zhang และคณะ, 2013) และทําให้ค่าดชันีความต้านทานตอ่แรง

ดงึมีคา่สูงขึ #น เนื�องจากดชันีความต้านทานต่อแรงดึงเป็นค่าที�แสดงถึงความแข็งแรงของกระดาษที�เกิด

จากพนัธะระหว่างเส้นใย ในขณะที�เมื�อเส้นใยมีการแตกแขนงมากขึ #นเส้นใยก็มีความแข็งแรงในตวัเอง

น้อยลง ทําให้คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีกซึ�งแสดงถึงความแข็งแรงภายในของเส้นใยมีคา่ลดลง จึง

มีรายงานว่าส่วนใหญ่เมื�อดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึเพิ�มขึ #นคา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีกมกัมีคา่

น้อยลง (Covan, 1995) ซึ�งสอดคล้องกบัผลที�ได้จากการศกึษาในครั #งนี #  

ในสว่นของการตรวจสอบปริมาณดา่งที�เหลือ (residual alkali) จากนํ #าดําของชดุการทดลองที�

ปรับสภาพด้วยรา พบวา่เมื�อเพิ�มปริมาณเชื #อและระยะเวลาในการบม่ ปริมาณดา่งที�เหลือจะมีคา่เพิ�มขึ #น 

ซึ�งช่วงระยะเวลาในการบ่มที� 20-30 วนั มีค่าปริมาณด่างที�เหลือเพิ�มขึ #นสงูที�สุด คิดเป็น 23.47% เมื�อ

เทียบกับไม้ที�ไม่ปรับสภาพ ซึ�งสอดคล้องกับรายงานที�ผ่านมาที�พบว่า การปรับสภาพไม้ด้วยราช่วยลด
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การใช้สารเคมีในระบบซึ�งเป็นผลจากการที�เอนไซม์จากราทําปฏิกิริยากบัองค์ประกอบในไม้ (Vicentim 

และคณะ, 2009; Yadav และคณะ, 2010) และจากผลการศกึษาที�ได้เมื�อนํามาศกึษาความสมัพนัธ์ของ

ปัจจยั (ระยะเวลาในการบ่มและปริมาณเชื #อ) ที�มีตอ่ค่าตอบสนอง (ปริมาณดา่งที�เหลือ) โดยใช้สมการ   

รีเกรสชนัพบว่าปริมาณดา่งที�เหลือมีคา่สงูสดุเมื�อบม่ที� 25 วนั และมีคา่ลดลงเมื�อระยะเวลาบม่เพิ�มขึ #น 

ซึ�งอาจเป็นผลมาจากการที�เส้นใยราเริ�มมีการเจริญหนาแน่นเมื�อเวลาเพิ�มขึ #นและเริ�มมีการใช้สารเคมีใน

ระบบ ตลอดจนอาจมีการเพิ�มขึ #นของสารประกอบที�เป็นกรดในองค์ประกอบของเยื�อ เช่น กรดออกซาลิก 

ซึ�งเกิดขึ #นจากการทําปฏิกิริยาของเอนไซม์จากรา เมื�อระยะเวลาบม่เพิ�มขึ #นทําให้มีผลต่อพีเอชของเยื�อ

และการทําปฏิกิริยาของดา่งในระบบ (Vicentim และคณะ, 2009) 

นอกจากนี #จากยงัพบวา่ปริมาณเชื #อที�ใช้มีอิทธิพลตอ่ปริมาณดา่งที�เหลือน้อยกว่าระยะเวลาใน

การบ่ม ซึ�งอาจเป็นผลมาจากเมื�อราเจริญครอบคลุมพื #นที�ผิวชิ #นไม้ อัตราการเจริญก็จะเริ�มน้อยลง  

ประกอบกับปริมาณของเชื #อที�ใช้มีช่วงไม่ห่างกนัมาก ปริมาณของเชื #อที�ใช้จึงไม่ให้ผลแตกต่างกันอย่าง

ชดัเจน  

สําหรับสมบตัิเชิงแสงของกระดาษ พบว่าค่าความขาวสว่างของกระดาษที�ได้จากการปรับ

สภาพไม่แตกต่างจากชุดควบคมุชดัเจน โดยกระดาษที�ได้มีความขาวสว่างตํ�าซึ�งพบในกระดาษที�ผลิต

ด้วยวิธีการคราฟต์ อนัเป็นผลจากการเกิด alkaline darkening (Johnson และคณะ, 2002) ซึ�งความ

ขาวสวา่งจะเพิ�มขึ #นเมื�อผา่นการฟอก โดยจากการศกึษาที�ผ่านมารายงานว่าการปรับสภาพด้วยราในไม้

มีผลทําให้ความขาวสว่างของกระดาษทั #งเพิ�มและลดลงขึ #นกับชนิดของรา (Yang และคณะ, 2007) ซึ�ง

จากการทดลองในครั #งนี # รา SK7 เพิ�มความขาวสวา่งของกระดาษได้เล็กน้อย โดยมีรายงานว่าการที�รามี

การย่อยสลายลิกนินแต่ค่าความขาวสว่างของกระดาษเพิ�มขึ #นไม่มากหรือมีค่าลดลงอาจเป็นผลจาก       

เมลานินที�รามีการสร้างในระหว่างการเจริญ หรือราอาจมีการเปลี�ยนโครงสร้างของลิกนินให้ตอบสนอง

ตอ่การดดูกลืนแสงมากขึ #นสง่ผลให้คา่ความขาวสวา่งมีคา่ลดลง (Fukui และคณะ, 1991)  
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5.3.3 การตรวจสอบปริมาณเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนินที�เหลืออยู่ในเยื�อคราฟต์

ที�ผา่นการปรับสภาพด้วยรา 

เยื�อที�ได้จากการต้มด้วยสารเคมี จะมีการละลายองค์ประกอบตา่งๆออกไป ซึ�งเป็นผลมา

จากการเข้าทําปฏิกิริยาของสารเคมี ในที�นี #คือ S- SH- และ OH- ซึ�งเป็นโมเลกุลหลักในการทํา

ปฏิกิริยาของการผลิตเยื�อคราฟต์ ซึ�งเมื�อผ่านการต้มเยื�อลิกนินจะถกูกําจดัออกไปโดยมีเซลลูโลส

และเฮมิเซลลโูลสบางส่วนถกูทําลายออกไปด้วยในระหว่างกระบวนการ (Casey, 1980) จากการ

เปรียบเทียบองค์ประกอบทางเคมีของเยื�อที�ผ่านการปรับสภาพพบว่า เมื�อผ่านการต้มเยื�อ

องค์ประกอบตา่งๆ ภายในไม้มีการเปลี�ยนแปลง โดยเซลลโูลสและลิกนินมีคา่ลดลง แตล่ิกนินมีคา่

ลดลงมากกว่าซึ�งเป็นผลจากการทําปฏิกิริยาของสารเคมีที�เกิดขึ #นระหว่างการต้มเยื�อ และเมื�อ

เปรียบเทียบปริมาณลิกนินในเยื�อภายในชดุการทดลองที�ผา่นการต้ม พบว่ามีคา่ตา่งกนัเล็กน้อยแต่

ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% ซึ�งคาดว่าการย่อย

สลายลิกนินของราเกิดที�ชั #นมิดเดิลลาเมลลาเป็นหลัก จึงเป็นผลให้ลิกนินในเส้นใยมีค่าลดลง

เล็กน้อยเมื�อเทียบกับเยื�อที�ไม่ปรับสภาพ ซึ�งอาจเป็นผลจากการที�ราย่อยลิกนินในบริเวณเส้นใย

เพียงเล็กน้อย แต่เมื�อนําไม้ที�มีการย่อยนั #นมาบดโครงสร้างที�ถกูย่อยบางส่วนจะทําให้การบดของ

ชดุทดลองที�ปรับสภาพด้วยรามีประสิทธิภาพมากขึ #น โดยมีการแตกออกของผนงัเส้นใยได้ดีขึ #นซึ�งมี

ผลตอ่การเพิ�มดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึของกระดาษดงักลา่วมาข้างต้น 

5.3.4 การทดลองหาผลของขนาดชิ #นไม้ในการปรับสภาพที�มีตอ่สมบตักิระดาษ 

จากการทดลองปรับสภาพไม้ด้วยราโดยใช้ไม้ที�ผ่านการร่อนพบว่า ที�ระยะเวลาการบ่ม

เทา่กนั คา่ปริมาณดา่งที�เหลือของชดุทดลองจากไม้ที�ผา่นการร่อนมีคา่เพิ�มขึ #นเมื�อเทียบกบัปริมาณ

ด่างที�เหลือของชุดทดลองที�ใช้ไม้ขนาดปกติ และส่งผลให้ค่าดัชนีความต้านทานต่อแรงดึงของ

กระดาษจากชุดทดลองที�ใช้ไม้ที�ผ่านการร่อน มีค่าสูงกว่าชุดทดลองที�ใช้ไม้ขนาดปกติเป็น 2.01 

เทา่  

และส่งผลให้ดชันีความต้านทานต่อแรงฉีกมีค่าลดลงเมื�อเทียบกับไม้ขนาดปกติ และมี

แนวโน้มลดลงเมื�อเพิ�มระยะเวลาในการปรับสภาพ สอดคล้องกับแนวโน้มของคา่ที�ได้จากชุดการ

ทดลองที�ใช้ไม้ขนาดปกต ิ 
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ซึ�งจากผลการผลิตเยื�อดงักลา่วสามารถอธิบายได้ว่า การใช้ไม้ขนาดเล็กลงทําให้เอนไซม์

ของรามีพื #นที�ในการทําปฏิกิริยากบัองค์ประกอบภายในไม้ได้ดีขึ #น ประสิทธิภาพในการปรับสภาพ

จงึเพิ�มขึ #นกวา่การใช้ไม้ขนาดปกติและส่งผลให้คา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึเพิ�มขึ #น โดยในการ

ใช้ไม้ที�ผ่านการร่อนในการปรับสภาพด้วยราสามารถช่วยลดการใช้สารเคมีและเวลาในการต้มให้

น้อยลงได้ เนื�องจากชิ #นไม้มีขนาดเล็กลงและสารเคมีสามารถทําปฏิกิริยาได้ง่ายขึ #น ดงันั #นการลด

ขนาดไม้ในการปรับสภาพจึงช่วยเพิ�มประสิทธิภาพในการผลิตเยื�อ โดยให้กระดาษที�มีค่าความ

ต้านทานตอ่แรงดงึที�ดี และยงัสามารถประหยดัสารเคมีและพลงังานที�ใช้ให้น้อยลงได้อีกด้วย 

 

5.4 การเปรียบเทียบสมบัตกิระดาษกับชุดการทดลองที�ปรับสภาพด้วยราสายพันธ์ุอ้างอิง  

จากการศึกษาที�ผ่านมาพบว่าการใช้ Phanerochaete chrysosporium ในการผลิตเยื�อ

แบบชีวภาพช่วยพฒันาสมบตัิด้านความแข็งแรงของกระดาษที�ได้ (Singh และ Chen, 2008) โดย

จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของราที�คดัเลือกกับสายพนัธุ์อ้างอิงโดยพิจารณาจากปริมาณ

ดา่งที�เหลือและสมบตัิด้านความแข็งแรงของกระดาษพบว่า ปริมาณด่างที�เหลือจากการต้มเยื�อที�

ผ่านการปรับสภาพด้วยราในชดุการทดลองที�ใช้รา SK7 และ P. chrysosporium มีคา่ดา่งที�เหลือ

เพิ�มขึ #นใกล้เคียงกนัโดยเพิ�มขึ #นคิดเป็น 21.8% และ 22.75% ตามลําดบั เมื�อเทียบกับชดุควบคมุที�

ไม่ผ่านการปรับสภาพด้วยรา สําหรับคา่ความขาวสว่าง (brightness) ของกระดาษที�ผ่านการปรับ

สภาพด้วยรา SK7 มีการลดลงจากชุดควบคมุน้อยกว่ากระดาษที�ได้จากการปรับสภาพด้วย P. 

chrysosporium ในขณะที�ความทึบแสงของไม้ทั #งสองขนาดไม่มีความแตกตา่งกนั สําหรับสมบตัิ

เชิงกลพบว่าค่าดชันีความต้านทานต่อแรงดึงของเยื�อที�ผ่านการปรับสภาพด้วยรา SK7 และ P. 

chrysosporium มีคา่เพิ�มขึ #น 4.37% และ 4.31% ตามลําดบั ในขณะที�คา่ดชันีความต้านทานตอ่

แรงฉีกมีคา่ลดลง 9.39% และ 3.30% ตามลําดบั เมื�อเทียบกบัชดุควบคมุที�ไม่ผ่านการปรับสภาพ

ด้วยรา  

ซึ�งจากผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการปรับสภาพด้วยราที�คดัเลือกและราสาย

พนัธุ์ อ้างอิงดงักล่าวจึงสรุปได้ว่าราที�คดัเลือกให้ประสิทธิภาพในการปรับสภาพที�ดีใกล้เคียงกัน 

โดยราที�คดัเลือกให้กระดาษที�มีค่าดชันีความต้านทานต่อแรงฉีกตํ�ากว่า แต่ให้ค่าความขาวสว่าง

ของกระดาษที�ดีกว่าเมื�อเทียบกับราสายพันธุ์ อ้างอิง ดังนั #นเมื�อพิจารณาผลโดยรวมพบว่าราที�
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คดัเลือกให้ผลในการปรับสภาพที�ใกล้เคียงกนักบัราสายพนัธุ์อ้างอิงและมีประสิทธิภาพในการปรับ

สภาพไม้ยคูาลิปตสัเพื�อผลิตเยื�อแบบชีวภาพ  

จากผลการศกึษาในครั #งนี # สามารถคดัเลือกรา SK7 ซึ�งมีการสร้างเอนไซม์ที�เหมาะสมตอ่

การปรับสภาพวัตถุดิบซึ�งในที�นี #คือไม้ยูคาลิปตสั และเมื�อผลิตเยื�อแบบชีวภาพด้วยราที�คดัเลือก

ร่วมกบัวิธีการคราฟต์สามารถเพิ�มคา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึของกระดาษที�ได้ ช่วยลดการใช้

สารเคมีในระบบดงัเห็นได้จากการเพิ�มขึ #นของปริมาณดา่งที�เหลือในการผลิตเยื�อ นอกจากนี #เมื�อลด

ขนาดไม้ในการปรับสภาพด้วยรายงัสามารถช่วยเพิ�มประสิทธิภาพในการผลิตเยื�อให้สงูขึ #นได้ โดย

ให้กระดาษที�มีคา่ความต้านทานตอ่แรงดงึที�ดี ทั #งยงัสามารถประหยดัสารเคมีและพลงังานที�ใช้ให้

น้อยลงได้อีกด้วย ซึ�งจากผลการศึกษาครั #งนี #ถือเป็นการนําเชื #อที� มีในสิ�งแวดล้อมมาใช้ใน

เทคโนโลยีชีวภาพเพื�อให้เกิดประโยชน์ตอ่กระบวนการผลิตในอตุสาหกรรม ซึ�งจากงานครั #งนี #ทําให้

ทราบถึงแนวโน้มของความสามารถของเชื #อราในการใช้งานเพื�อผลิตเยื�อแบบชีวภาพ เนื�องจากการ

นําไปใช้งานจริงก็จะมีภาวะที�เหมาะสมซึ�งแปรผนัไปตามแตอุ่ปกรณ์ ตลอดจนวตัถุดิบที�ใช้ในการ

ผลิต ซึ�งจากผลการศกึษาชี #ให้เห็นวา่รา SK7 ที�คดัเลือกได้สามารถใช้ในการผลิตเยื�อแบบชีวภาพได้

และให้แนวโน้มผลการปรับสภาพที�ดี ซึ�งสามารถนําไปศึกษาเพิ�มเติมเพื�อนําไปสู่การประยุกต์ใช้

วิธีการทางชีวภาพร่วมกบักระบวนการผลิตเพื�อเป็นการพฒันาเทคโนโลยีที�ยั�งยืนตอ่ไปในอนาคต 
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บทที� 6 

สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 

6.1 เลี /ยงราเน่าขาวสายพันธ์ุต่างๆและคัดเลือกราที�มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ที�

เหมาะสม   

จากการเลี #ยงราเน่าขาวจากหน่วยปฏิบตัิการวิจยัและใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช พบว่า

ราสามารถเจริญบนอาหารแข็งได้ทั #งสิ #น 14 ไอโซเลต และเมื�อทดสอบการสร้างเอนไซม์                            

ลิกนิโนไลติกพบว่าราที�สามารถสร้างเอนไซม์ลิกนิโนไลติกได้มีจํานวน 7 ไอโซเลต ราที�สร้างแลค

เคสได้มี 6 ไอโซเลต โดย SK7 มีค่าเส้นผ่านศูนย์กลางวงสีสูงที�สุด และ KK07 มีค่าเส้นผ่าน

ศนูย์กลางวงสีตํ�าที�สดุ ราที�มีการสร้างลิกนินเปอร์ออกซิเดส มี 2 ไอโซเลตได้แก่ SK7 และ CUT3 

และไม่มีราที�ตรวจพบการสร้างแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสในปริมาณที�จะตรวจสอบได้ด้วยวิธีนี # 

จากนั #นเมื�อทดสอบการสร้างเซลลเูลสใน 3 ไอโซเลต ข้างต้น มีเพียง KK 66 ที�มีการสร้างเซลลเูลส

เมื�อเลี #ยงบนอาหารแข็งสตูร CBM จากผลการทดสอบการผลิตเอนไซม์ดงักล่าวจึงคดัเลือกรา SK7 

KK16 และ CUT3 เพื�อนําไปศกึษาในขั #นตอนตอ่ไป 

 

6.2 คัดเลือกราที�มีความเหมาะสมกับการปรับสภาพชิ /นไม้  

จากการเตรียมไม้ยูคาลิปตสั ที�ได้จากบริษัท Double A พบว่ามีค่าเซลลูโลส เฮมิ

เซลลูโลส ลิกนิน และเถ้า เป็น 48.38%, 15.49%, 26.93% และ 0.0041% ตามลําดบัเมื�อ

ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีด้วยการวิเคราะห์ neutral detergent fiber และเมื�อทดสอบ

ประสิทธิภาพในการปรับสภาพไม้ยคูาลิปตสัด้วยราที�คดัเลือกได้ โดยการปรับสภาพไม้ด้วยราทั #ง 3 

ไอโซเลต SK7 ให้คา่ลิกนินที�สดลงสงูที�สดุ คือ 19.24% เมื�อเทียบกบัไม้ที�ไม่ปรับสภาพ และพบว่า 

SK7 มีคา่แอกตวิิตีเอนไซม์ลิกนิโนไลตกิดีที�สดุโดยพบการสร้างแลคเคส ลิกนินเปอร์ออกซิเดส และ

แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสระหวา่งการปรับสภาพในไม้ยคูาลิปตสั จากขั #นตอนนี #จึงคดัเลือก SK7 ไป

ใช้ในการปรับสภาพเพื�อผลิตเยื�อคราฟต์ในขั #นตอนตอ่ไป 
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6.3 การหาภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพชิ /นไม้เพื�อการผลิตเยื�อกระดาษแบบคราฟต์ 

จากการทดลองผลิตกระดาษจากเยื�อคราฟต์ชุดควบคุมจากชิ #นไม้ที�ไม่ผ่านการปรับ

สภาพพบว่า ความเข้มข้นสารเคมีที�เหมาะสมในการต้มเยื�อคราฟต์ ซึ�งให้ค่าสมบตัิกระดาษและ

ปริมาณดา่งที�เหลือ (residual alkaline) เหมาะสมที�สดุคือการผลิตเยื�อที�คา่ซลัฟิดิตี 25% และแอค

ทีฟอลัคาไลน์ 25% โดยใช้เวลาในการบดเยื�อ 50 นาที เมื�อนํามาผลิตกระดาษจะได้กระดาษสี

นํ #าตาลที�มีคา่ความขาวสว่าง (brightness) ตํ�าแตมี่คา่ความแข็งแรง ได้แก่ คา่ดชันีความต้านทาน

ตอ่แรงดงึ (tensile index) และ ดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีก (tear index) ที�สงู จากนั #นเมื�อปรับ

สภาพชิ #นไม้โดยแปรผนัปัจจยัที�เกี�ยวข้องในการปรับสภาพไม้ยคูาลิปตสัด้วยราที�คดัเลือกพบว่า คา่

ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึของกระดาษที�ได้มีแนวโน้มเพิ�มขึ #นเมื�อเพิ�มระยะเวลาบม่และปริมาณ

เชื #อ และทําให้ปริมาณด่างที�เหลือหลงัการต้มมีค่าสูงขึ #น ซึ�งช่วยลดการใช้สารเคมีในระหว่างการ

ต้มให้น้อยลงได้ และจากการใช้ response surface methodology ร่วมในการศกึษา พบว่าสมการ

รีเกรสชนัที�ใช้สามารถอธิบายความสมัพนัธ์ระหว่างปัจจยั (ระยะเวลาบม่และปริมาณเชื #อ) และคา่

ตอบสนองที�ศึกษา (ดชันีความต้านทานต่อแรงดึงและปริมาณด่างที�เหลือ) ได้อย่างแม่นยําเมื�อ

ตรวจสอบโดยการทดลองตามภาวะที�ได้จากสมการ โดยพบว่าระยะเวลาบ่มและปริมาณเชื #อที�

เหมาะสมที�สดุคือระยะเวลาบม่ที� 25 วนั โดยใช้ปริมาณเชื #อ 100 มิลลิกรัมแห้ง ซึ�งเป็นภาวะที�ให้คา่

ตอบสนองทั #งสองดีที�สดุ โดยมีคา่ปริมาณด่างที�เหลือและคา่ดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึในช่วง  

2.53-2.69 g/l และ 65.71-67.38 Nm/g ตามลําดบั 

และเมื�อนําเยื�อที�ผ่านการต้มมาตรวจสอบปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนินที�

เหลืออยู่ พบว่ามีคา่เซลลโูลสและลิกนินลดลงโดยสามารถลดลิกนินได้สงูกว่า และเมื�อปรับสภาพ

ด้วยรา SK7 และต้มด้วยวิธีการคราฟต์เยื�อที�ได้มีค่าลิกนินลดลงเล็กน้อยเมื�อเทียบกับเยื�อของชุด

ควบคมุ แตไ่มมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ 

จากนั #นเมื�อทดลองหาผลของขนาดชิ #นไม้ในการปรับสภาพที�มีตอ่สมบตัิกระดาษด้วยรา

พบว่า การลดขนาดไม้ที�ใช้ในการปรับสภาพช่วยเพิ�มประสิทธิภาพในการปรับสภาพด้วยรา โดย

พฒันาค่าดชันีความต้านทานต่อแรงดึงของกระดาษให้สงูขึ #นมากกว่าการใช้ไม้ขนาดปกติ ดชันี

ความต้านทานตอ่แรงฉีกมีคา่ลดลงจากชดุควบคมุน้อยกวา่ในไม้ปกติ และยงัช่วยลดสารเคมีและ

พลงังานที�ใช้ในการต้มได้อีกด้วย 
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6.4 การเปรียบเทียบสมบัตกิระดาษกับไม้ที�ได้จากการปรับสภาพด้วยราสายพันธ์ุอ้างอิง  

จากการบ่มชิ #นไม้ด้วยราที�คัดเลือกได้ (SK7) และสายพันธุ์ อ้างอิง (Phanerochaete 

chrysosporium) พบวา่ราทั #งสองสายพนัธุ์มีการเจริญเติบโตและมีประสิทธิภาพในการปรับสภาพ

ที�ใกล้เคียงกนั โดยมีผลลดดชันีความต้านทานตอ่แรงฉีก แตช่่วยเพิ�มคา่ดชันีความต้านทานตอ่แรง

ดงึและคา่ปริมาณดา่งที�เหลือในระบบให้มากขึ #น  

จึงสรุปได้ว่าในการศึกษาครั #งนี # สามารถคัดเลือกรา SK7 ซึ�งมีการสร้างเอนไซม์ที�

เหมาะสมตอ่การปรับสภาพวตัถดุิบซึ�งในที�นี #คือไม้ยคูาลิปตสั และเมื�อผลิตเยื�อแบบชีวภาพร่วมกบั

วิธีการคราฟต์สามารถเพิ�มดชันีความต้านทานตอ่แรงดงึของกระดาษ ช่วยลดสารเคมีที�ใช้ในระบบ 

ตลอดจนเมื�อลดขนาดไม้ที�ใช้ในการปรับสภาพสามารถเพิ�มประสิทธิภาพในการปรับสภาพให้

สงูขึ #นได้ อีกทั #งยงัสามารถลดการใช้สารเคมีและพลงังานในการต้มให้น้อยลง ดงันั #นราที�คดัเลือกได้

จึงมีประสิทธิภาพในการปรับสภาพ ซึ�งมีความน่าสนใจในการนําไปศึกษาเพื�อพฒันาวิธีการผลิต

เยื�อแบบชีวภาพตอ่ไป 

 

ข้อเสนอแนะ 

 

จากการศกึษาในครั #งนี #พบว่าการปรับสภาพด้วยราสามารถลดปริมาณการใช้สารเคมีใน

ระบบและปรับปรุงคณุภาพของกระดาษได้ในระดบัหนึ�ง ทั #งนี #หากมีการปรับปรุงในประเด็นตา่งๆ 

จะสามารถเพิ�มประสิทธิภาพของการปรับสภาพให้สูงขึ #นได้ โดยควรพิจารณาถึงชิ #นไม้ที�เป็น

วตัถดุิบในการปรับสภาพควรศกึษาลกัษณะชิ #นไม้ที�ใช้เพิ�มเติม และควบคมุลกัษณะของไม้ที�ใช้ให้

มีความเหมาะสมกับกระบวนการผลิต นอกจากนี #ควรตรวจสอบเอนไซม์ที�มีผลต่อเฮมิเซลลูเลส 

และตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที�ได้หลงัการย่อยสลายด้วยรา ตลอดจนศึกษาลกัษณะของเส้นใยที�ได้

หลงัการปรับสภาพจะชว่ยให้สามารถวิเคราะห์กลไกที�เกิดขึ #นระหวา่งการปรับสภาพได้ดียิ�งขึ #น  
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ภาคผนวก ก 

 

อาหารเลี #ยงเชื #อและวิธีเตรียม 

1. Malt extract broth (MEB) 

malt extracts    20 กรัม 

peptone       5 กรัม 

กลโูคส     10 กรัม 

ละลายสว่นผสมทั #งหมดในนํ #ากลั�นปริมาตร 900 มิลลิลิตร นํามาปรับปริมาตรด้วยนํ #ากลั�น

ให้เป็น 1 ลิตร ฆ่าเชื #อด้วยเครื�องนึ�งความดนัไอ (Autoclave) ที�อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ #ว เวลา 15 นาที  

 

2. Malt extract agar (MEA) 

malt extracts    20 กรัม 

peptone       5 กรัม 

กลโูคส     10 กรัม 

วุ้น     16 กรัม 

ละลายสว่นผสมทั #งหมดในนํ #ากลั�นปริมาตร 900 มิลลิลิตร นํามาปรับปริมาตรด้วยนํ #ากลั�น

ให้เป็น 1 ลิตร ฆ่าเชื #อด้วยเครื�องนึ�งความดนัไอ (Autoclave) ที�อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ #ว เวลา 15 นาที  

 

 

3. Lignin modifying enzyme basal medium (LBM) 

KH2P04     1  กรัม 

C4H12N206     0.5  กรัม 
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MgS04·7H20     0.5  กรัม  

Yeast Extract    0.01 กรัม  

CaCl2·2H20     0.01 กรัม 

CuS04.5H20     0.001 กรัม 

Fe2(S04)3     0.001 กรัม  

MnS04.H20    0.001 กรัม 

 นํ #ากลั�น     1 ลิตร 

 

ละลายส่วนผสมทั #งหมดในนํ #ากลั�นปริมาตร 900 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยนํ #ากลั�น

ให้เป็น 1 ลิตร นําไปฆ่าเชื #อด้วยเครื�องนึ�งความดนัไอ (Autoclave) ที�อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ #ว เวลา 15 นาที ใช้ LMB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เตมิสารตั #งต้นโดย 

3.1 อาหารในการทดสอบแลคเคส  เตมิ ABTS 0.1 กรัม  

3.2 อาหารในการทดสอบแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส Phenol red 0.01 กรัม  

3.3 อาหารในการทดสอบเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส  เตมิ Azure-B 0.001 กรัม  

เติมวุ้น 1.6 กรัม นําไปฆ่าเชื #อด้วยเครื�องนึ�งความดนัไอ ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ #ว เวลา 15 นาที 

 

4. Cellulose basal medium (CBM) (ภาคผนวก ก) โดยใช้ Carboxymethyl cellulose (CMC) 

เป็นสารตั #งต้นในการทดสอบ 

C4HI2N206     5 กรัม  

KH2P04     1  กรัม 

Yeast Extract     0.1  กรัม  

MgS04· 7H20     0.5 กรัม 

CaCl2.2H2O    0.001 กรัม 
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ละลายส่วนผสมทั #งหมดในนํ #ากลั�นปริมาตร 900 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยนํ #ากลั�น

ให้เป็น 1 ลิตร นําไปฆ่าเชื #อด้วยเครื�องนึ�งความดนัไอ (Autoclave) ที�อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส

ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ #ว เวลา 15 นาที นํา CBM 100 มิลลิลิตร เติมด้วย low viscosity 

carboxymethylcellulose (CMC) 1% นํ #าหนกัตอ่ปริมาตร และ ผงวุ้น 1.6 กรัม นําไปฆ่าเชื #อด้วย

เครื�องนึ�งความดนัไอ (Autoclave) เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 

การเตรียมแอกตวิิตีแลคเคส (Tuisel และคณะ, 1990) 

1.1 การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ซึ�งประกอบด้วย 

0.1 M Glycine HCl buffer (pH 3.5)          0.6 มิลลิลิตร  

1 mM ABTS                                            0.2 มิลลิลิตร  

Enzyme         0.4 มิลลิลิตร  

420 nm 

 1.2 นําสว่นผสมในข้อ 1.1 มาผสมกนัในควิเวต โดยเตมิเอนไซม์เป็นลําดบัสดุท้าย 

 1.3 ทําการวดั ด้วยเครื�องวดัคา่การดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 420 นาโนเมตร เวลาใน

การทําปฏิกิริยา 1 นาที โดยใช้ reaction mixture ที�ไมเ่ตมิ ABTS เป็นชดุควบคมุ 

 1.4 การคํานวณหาแอกตวิิตีของแลคเคส  

 1 หน่วยแอกติวิตีของแลคเคส คือปริมาณของแลคเคสที�สามารถ ออกซิไดซ์ 1 ไมโครโมล 

ของ ABTS ใน 1 นาที เมื�อได้คา่การดดูกลืนแสงที� 420 นาโนเมตร แล้วนํามาแทนคา่ตามสตูร 

แลคเคสแอกตวิิตี (U/ml) = ∆ A/min * Volume reaction mixture* 1000 

            36,000*1* Volume enzyme solution 

E 420 นาโนเมตร = 36,000 M-1 .cm-1 

2. การเตรียมแอกตวิิตีลิกนินเปอร์ออกซิเดส  

2.1 การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ�งประกอบด้วย 

3.33  mM Veratryl alcohol (VA)             0.1 มิลลิลิตร 

0.22  mM Sodium acetate buffer (pH 3.0)          0.6 มิลลิลิตร 

mM H2O2                  0.1 มิลลิลิตร 

Enzyme                 0.2 มิลลิลิตร  

2.2 นําส่วนผสมในข้อ 2.1 มาผสมกันในคิวเวต โดยเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นลําดบั

สดุท้าย 
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2.3 ทําการวดั ด้วยเครื�องวดัคา่การดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 310 นาโนเมตร เวลาในการทํา

ปฏิกิริยา 1 นาที โดยใช้ reaction mixture ที�ไมเ่ตมิ VA เป็นชดุควบคมุ  

2.4 การคํานวณหาแอกตวิิตีของเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส 1 หน่วยแอกติวิตีของลิกนินเปอร์

ออกซิเดส คือปริมาณของเอนไซม์ที�สามารถ ออกซิไดซ์ 1 ไมโครโมล ของ VA ใน 1 นาที เมื�อได้คา่

การดดูกลืนแสงที� 310 นาโนเมตร แล้วนํามาแทนคา่ตามสตูร 

ลิกนินเปอร์ออกซิเดสแอกตวิิตี (U/ml) = ∆ A/min * Volume reaction mixture* 1000 

            93,000*1* Volume enzyme solution 

E 310 นาโนเมตร = 93,000 M-1 .cm-1 

3. แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส 

3.1 การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ�งประกอบด้วย 

4 mM 2,6 Dimethoxyphenol                0.1 mL  

0.1 M Sodium Tartrate buffer (pH 5.0)         0.2 mL  

5 mM MnSO4                                                 0.1  mL  

1 mM H2O2                 0.1  mL  

Enzyme                0.5  mL  

3.2 นําส่วนผสมในข้อ 3.1 มาผสมกันในคิวเวต โดยเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นลําดบั

สดุท้าย 

3.3 ทําการวดั ด้วยเครื�องวดัคา่การดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 470 นาโนเมตร เวลาในการทํา

ปฏิกิริยา 1 นาที โดยใช้ reaction mixture ที�ไมเ่ตมิ 2,6 Dimethoxyphenol เป็นชดุควบคมุ  

3.4 การคํานวณหาแอกติวิตีของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส1 หน่วยแอกติวิตีของแมงกานีสเปอร์

ออกซิเดสคือปริมาณของเอนไซม์ที�สามารถ ออกซิไดซ์ 1 ไมโครโมล ของ VA ใน 1 นาที เมื�อได้คา่

การดดูกลืนแสงที� 470 นาโนเมตร แล้วนํามาแทนคา่ตามสตูร 

แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสแอกตวิิตี (U/ml) = ∆ A/min * Volume reaction mixture* 1000 

                                       49,600*1* Volume enzyme solution 
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ภาคผนวก ค. 

 

สารเคมีที�ใช้ในการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

1. Sodium lauryl sulfate (APS) 

2. Disodium ethylenediamine tetraacetate (EDTA) (APS) 

3. Sodium borate decahydrate (Na2B4O7.10H2O) (APS) 

4. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) (Merck) 

5. 2-Ethoxyethanol (Ethylene glycol monoethyl ether) (Merck) 

6. Sodium Sulfite (NaSO3) (Scharlau) 

7. Decahydronaphthalene (Fluka) 

8. Acetone (Merck) 

9. Sulfuric acid (Merck) 

10. Cetyl trimethylammonium bromind (CTAB) (SERVA) 

11. Potassium permanganate (KMnO4) (Carlo Erba) 

12. Silver sulfate (Ag2SO4) (Carlo Erbaa) 

13. Ferric nitrate nanohydrate (Fe(NO3)3.9H2O) (APS) 

14. Silver nitrate (AgNO3) (Merck) 

15. Potassium acetate (Scharlau) 

16. Acetic acid, glacial (Merck) 

17. Tertiary butyl alcohol (Butanol) (APS) 

18. Oxalic acid dehydrate (Carlo Erba) 

19. 95% Ethanol  

20. Hydrochloric acid (HCl) (Merck) 
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การเตรียมสารเคมีสําหรับวิเคราะห์หาปริมาณองค์ประกอบของชีวมวลพืช 

1. สารละลาย Neutral Detergent 

1.1 ชั�ง Disodium ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 16.18 กรัม และ Sodium 

borate decahydrate (Na2B4O7.10H2O) 6.81 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ เติมนํ #ากลั�นลง

ไปพอประมาณ นําไปต้มจนละลายหมด 

1.2 ละลาย Sodium lauryl sulphate 30 กรัม ในนํ #า แล้วเติม 2-Ethoxyethanol 

(Ethylene glycol monoethyl ether) 

1.3 นําสารละลายในข้อ 1,1 มาผสมกบัสารละลายในข้อ 1,2 

1.4 ชั�ง Disodium hydrogen phosphate anhydrous (Na2HPO4) 4.56 กรัม ใส่ในบีก

เกอร์ เติมนํ #ากลั�นลงไปพอประมาณ แล้วนําไปต้มจนละลายหมด นําไปผสมกับ

สารละลายผสมที�ได้ในข้อ 1.3 จากนั #นปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร ด้วยนํ #ากลั�น และ

ปรับ pH ให้อยูใ่นชว่ง 6.9-7.1  

2. สารละลาย Acid detergent  

ละลาย Cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) 20 กรัม ในกรดซลัฟิวริกความ

เข้มข้น 1 N แล้วปรับปริมาตรด้วยกรดนี #ให้ได้ 1 ลิตร  

3. สารละลาย Saturated potassium permanganate  

ละลาย Potassium permanganate (KmnO4) 50 กรัม และ Silver sulphate (Ag2SO4) 

0.05 กรัม ในนํ #ากลั�น แล้วปริมาตรเป็น 1 ลิตร เก็บสารละลายนี #ในขวดแก้วสีชา อย่าให้

โดนแสงแดด 

4. สารละลาย Lignin buffer 

สารละลาย ferric nitrate nanohydrate [Fe(NO3)3.9H2O] 6 กรัม และ Silver nitrate 

(NgNO3) 0.15 กรัม ในนํ #ากลั�น 100 มิลลิตร เติม Acetic acid glacial 500 มิลลิลิตร เติม 

Potassium acetate 5 กรัม และเตมิ Tertiary butyl alcohol 400 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั 
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5. สารละลาย Combined permanganate  

ผสมสารละลาย Saturated potassium permanganate กบัสารละลาย Lignin buffer ใน

อตัราส่วน 2.1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) เก็บสารละลายผสมนี #ในขวดสีชา แช่ในตู้ เย็นไม่ให้

ถกูแสงแดด ถ้าสารละลายเปลี�ยนสีเป็นสีแดงแล้วจะไมส่ามารถนํามาใช้ได้อีก 

6. สารละลาย Deminaralizing 

ละลาย Oxalic acid dehydrate 50 กรัม ในปริมาตร 700 มิลลิตร จากนั #นเติมนํ #ากลั�น 

250 มิลลิลิตร  และ Hydrochloric acid (HCl) 50 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั 

7. สารละลาย 80% ethanol  

ผสม 95% Ethanol 843 มิลลิลิตร กบันํ #ากลั�น 157 มิลลิลิตร แล้วเขยา่ให้เข้ากนั 

การหาปริมาณองค์ประกอบของชีวมวลพืช 

1. การวิเคราะห์หาปริมาณองค์ประกอบของชีวมวลพืช (Goering and Van Soest, 1970) 

1.1 การสกดัด้วยสารละลาย Neutral detergent 

1). นํา Sintered glass crucible เบอร์ 1 ขนาด 50 มิลลิลิตร ไปอบในตู้อบแห้งที�อณุหภูมิ  

100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั�วโมง แล้วนํามาใสใ่น  desiccator  ทิ #งให้เย็นแล้วชั�งนํ #าหนกั 

2) ชั�งตวัอยางที�แห้งและบดละเอียดขนาด 20-30 mesh หรือ 1 มิลลิเมตร ประมาณ 1 กรัม 

ใสใ่นบีกเกอร์ทรงสงูขนาด 600 มิลลิลิตร 

3) เติมสารละลาย Neutral detergent 100 มิลลิลิตร Sodium sulfite 0.5 กรัม และ 

Decahydronapthalene 2 มิลิลลิตร นําไป reflux เป็นเวลา 1 ชั�วโมง โดยนบัเวลาตั #งแตเ่ริ�มเดือด 

4) ถ่ายส่วนผสมที� reflux เสร็จแล้วลงใน Sintered glass crucible ที�วางอยู่บนชดุกรอง 

ล้างตวัอย่างใน crucible ด้วยนํ #าร้อน (90-100 องศาเซลเซียส)  3-4 ครั #ง แล้วล้างด้วย Acetone 2 

ครั #ง ดดูสารละลายออกด้วยเครื�อง vacuum pump จนแห้ง จากนั #นนํา crucible ไปอบที�อณุหภูมิ 

100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั�วโมง 
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5) นําcrucible ออกมาทิ #งไว้ให้เย็นใน  desiccator แล้วชั�งนํ #าหนกัที�เพิ�มขึ #นคือปริมาณ 

Neutral detergent fiber (NDF) 

      วิธีคํานวณ 

% NDF = [(นํ #าหนกั crucible + นํ #าหนกั NDF) – นํ #าหนกั crucible] x100 

    นํ #าหนกัตวัอยา่งพืช 

1.2 การสกดัด้วยสารละลาย Acid detergent  

1) นําตวัอย่างพืชที�ผ่านการสกัดด้วยNeutral detergent มาถ่ายใส่ในบีกเกอร์เพื�อทําการ 

reflux ด้วย Acid detergent โดยเติม Acid detergent  100 มิลิลลิตรและ 

Decahydronapthalene 2 มิลิลิตร เป็นเวลา 1 ขั�วโมง นบัตั #งแตเ่ริ�มเดือด 

2)  กรองตวัอย่างพืชใน crucible ใบเดิม เพื�อลดการสูญเสียตวัอย่างให้น้อยที�สุด แล้วล้าง

ด้วยนํ #าร้อน (90-100 องศาเซลเซียส)  3-4 ครั #ง แล้วล้างด้วย 80% Ethanol 2 ครั #ง 

3) นํา crucible ไปอบที�อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั�วโมง จากนั #นนํามา

ปล่อยให้เย็นใน desiccator แล้วชั�งนํ #าหนกั นํ #าหนกัที�ได้คือ นํ #าหนกัของ Acid detergent fiber 

(ADF) นํ #าหนกัของเฮมิเซลลโูลส  

วิธีคํานวณ 

% ADF = [(นํ #าหนกั crucible + นํ #าหนกั ADF) – นํ #าหนกั crucible] x100 

    นํ #าหนกัตวัอยา่งพืช 

 % Hemicellulose  =  %NDF-%ADF 

 

1.3 การวิเคราะห์หา permanganate lignin (PML) 

1) เติมสารละลาย Combined permanganate 25 มิลลิลตร ลงใน crucible ที�มีตวัอย่างซึ�ง

ผ่านการสกดัด้วย Acid detergent แล้ว แช่ crucible ลงในถาดที�มีตวัอย่างซึ�งผ่านการสกดัด้วย 

Acid detergent แล้ว แช่ crucible ลงในถาดที�มีนํ #าเย็นสงูประมาณ 2 เซนติเมตร คนด้วยแท่ง
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แก้วเพื�อไมใ่ห้ตวัอยางจบัเป็นก้อน ทิ #งไว้ 45 นาที โดยคนเป็นบางครั #ง  จากนั #นดดูสารละลายออก

ด้วยเครื�อง vacuum pump 

2) เตมิสารละลาย Combined permanganate 25 มิลลิลตร ลงใน crucible อีกครั #ง ทิ #งไว้อีก 

45 นาที แล้วดดูสารละลายออกให้หมดโดยใช้ vacuum pump 

3) เติมสารละลาย Demineralizing 25 มิลลิลิตร ลงใน crucible อีกครั #ง ทิ #งไว้ 45 นาที แล้ว

ดดูสารละลายออกให้หมดโดยใช้ vacuum pump ทําซํ #าจนตวัอย่างพืชเป็นสีขาวภายในเวลา 20 

นาที จากนั #นล้างออกด้วย 80% Ethanol และ Acetone แล้วนําไปดูดออกให้หมดโดยใช้ 

vacuum pump 

4) นํา crucible ไปอบที�อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั�วโมง จากนั #นนํามา

ปล่อยให้เย็นใน desiccator แล้วชั�งนํ #าหนกั นํ #าหนกัที�แตกตา่งกนัระหว่าง Acid detergent fiber 

(ADF) และนํ #าหนกัของตวัอยา่งพืชที�ผา่นการสกดัลิกนินออก คือ นํ #าหนกัของ นํ #าหนกัของลิกนิน  

 

วิธีคํานวณ 

        % Lignin = (A-B) x100                                                                 

       C 

A = นํ #าหนกั crucible + นํ #าหนกั ADF 

B = นํ #าหนกั crucible + นําหนกัตวัอยา่งพืชที�ผา่นการสกดัลิกนินออก 

C = นํ #าหนกัตวัอยา่งพืช 

1.4 การวิเคราะห์หาปริมาณเซลลโูลสด้วยการเผาเถ้า 

นํา crucible ที�มีตวัอยา่งพืชซึ�งผา่นการสกดัลิกนินออกแล้วในข้อ 1.3 ไปเผาในเครื�องเผา

เถ้า ที�อณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั�วโมง จากนั #นนําออกมาปล่อยให้เย็นใน 

desiccators แล้วชั�งนํ #าหนกั นํ #าหนกัที�แตกตา่งกนัระหว่าง นํ #าหนกัตวัอย่างพืชหลงัการสกดัลิกนิ
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นออก และนํ #าหนกัหลงัากรเผาเถ้า คือ นํ #าหนกัเซลลูโลส ส่วนนํ #าหนกัเถ้าก็คือ ผลต่างระหว่าง

นํ #านหกัหลงัการเผาเถ้าและนํ #าหนกั crucible 

 

วิธีคํานวณ  

  % Cellulose = (B-D) X 100  

            C 
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ภาคผนวก ง 

 

รูปเครื�องมือที�ใช้ในการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ง. 1 เครื�องวดัความชื #น (Moisture determination balance รุ่น KettFD-600, Kett Electric 

Laboratory/ USA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ง. 2 เครื�องบดเยื�อ (Valley beater รุ่น UEC-2018A   Universal engineering corporation/ India 
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ง. 3 เครื�องขึ #นแผน่กระดาษ (Sheet former) รุ่น Rapid-KÖthen Blattbildner 

 

                                                       

 

 

 

 

 

 

ง.4 เครื�องตีกระจายเยื�อ (Disintegrator) รุ่น T-292 Adirondack Machine Corporation/ USA) 
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ง. 5 เครื�องวดัความแข็งแรงตอ่แรงดงึ (Tensile tester รุ่น Strongraph E-S) Toyoseiki Seisaku-

SHO LTD/ Japan)                                                                                  

 

 

 

 

 

ง. 6 เครื�องวดัความแข็งแรงตอ่แรงฉีกขาด (Tear tester) รุ่น Protear Thwing Albert Instrument/ 

USA 

 

 



 

96 

 

ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาววริษฐา ศรีแพทย์ เกิดเมื�อวนัที� 4 มีนาคม พ.ศ. 2530 ที�จงัหวดักรุงเทพมหานคร 

สําเร็จการศึกษาครุศาสตร์บัณฑิต สาขาวิชามัธยมศึกษาวิทยาศาสตร์ วิชาเอกชีววิทยา                    

คณะครุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื�อปี 2553 จากนั #นได้ศึกษาต่อในระดบัปริญญา

มหาบณัฑิต หลักสูตร เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย สําเร็จ

การศกึษาในปี พ.ศ. 2555 

 

ทุนสนับสนุนงานวิจัย 

 

ขณะศกึษาได้รับทนุอดุหนนุวิทยานิพนธ์สําหรับนิสิต ครั #งที� 1 ปีงบประมาณ 2556 จาก

บณัฑิตวิทยาลยั จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

 

การเสนอผลงาน 

 

นําเสนอ oral presentation ในงานประชมุ The 25th International Symposium on 

Chemical Engineering วนัที� 14-15 ธนัวาคม พ.ศ. 2555 ณ Okinawa Convention Center 

จงัหวดัโอกินาวา่ ประเทศญี�ปุ่ น 
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